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RIASSUNTO  
 
La serotonina (5-idrossitriptamina, 5-HT) è un 
neurotrasmettitore implicato nella modulazione di numerosi processi 
fisiologici, come il controllo dell'appetito, il sonno, la memoria, l'umore, 
lo stress e il comportamento sessuale. I neuroni serotoninergici 
costituiscono uno dei sistemi neuronali più ampiamente distribuiti 
all'interno del cervello dei mammiferi. Questi neuroni si raggruppano in 
due cluster: il cluster rostrale che innerva tutte le strutture del cervello 
anteriore, e il cluster caudale che proietta verso il midollo spinale. Oltre 
alle funzioni menzionate prima, numerose evidenze hanno portato ad 
ipotizzare che la serotonina abbia un ruolo durante lo sviluppo del 
sistema nervoso centrale (SNC): l'inizio della sintesi di 5-HT e 
l'espressione dei suoi recettori a stadi embrionali precoci, la 
disponibilità di 5-HT materna, la comparsa delle fibre serotoninergiche 
nel telencefalo ad uno stadio in cui ha luogo la proliferazione, 
migrazione e differenziamento delle cellule neuroepiteliali in neuroni. 
Inoltre è noto che disfunzioni della neurotrasmissione serotoninergica 
siano all'origine di disordini neuropsichiatrici come schizofrenia, 
autismo, ritardo mentale, ansia e depressione. Secondo la cosiddetta 
"ipotesi delle monoammine", la depressione avrebbe, tra le possibili 
cause, un ipofunzionamento del sistema serotoninergico, che 
produrrebbe alterazioni anche a carico di altri sistemi di 
neurotrasmissione, come quello noradrenergico e dopaminergico. 
Poichè l'eziologia della depressione è tutt'altro che chiara, è di 
fondamentale importanza riuscire a svelarne la patogenesi e quali 
sono le alterazioni che provocano questo disordine. Tra i farmaci 
attualmente impiegati per il trattamento della depressione ci sono gli 
inibitori selettivi del reuptake della serotonina (SSRI). Questi hanno un 
effetto terapeutico dopo 2/3 settimane dell'inizio della 
somministrazione ed inoltre la terapia rimane sub-ottimale in quanto 
circa il 40% dei pazienti non risponde al trattamento. Una valida 
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alternativa entrata  recentemente in uso è la ketamina, antagonista 
non competitivo dei recettori NMDA, che produce effetti antidepressivi 
molto rapidi (ore)  e risulta efficace in pazienti resistenti al trattamento 
con SSRI.  
Per studiare il ruolo della serotonina durante lo sviluppo del 
SNC e il suo coinvolgimento nell'eziologia di disordini neuropsichiatrici 
come la depressione, nel nostro laboratorio è stata generata una linea 
murina knock-in Tph2::eGFP (Migliarini et al. 2013), in cui il primo 
esone del gene Tph2, che codifica per l'enzima limitante la sintesi di 5-
HT, è stato rimpiazzato dal gene reporter GFP. Gli animali 
Tph2::eGFP -/-, privi di 5-HT nel SNC, mostrano un'aumentata 
mortalità nelle prime tre settimane di vita ed un grave deficit di 
crescita. Inoltre, grazie all'espressione selettiva della GFP nei neuroni 
serotoninergici, è stato possibile mettere in evidenza un alterato 
sviluppo delle fibre, tempo e regione specifico: una riduzione 
dell'innervazione serotoninergica nei nuclei suprachiasmatico 
dell'ipotalamo e paraventricolare del talamo, e una iperinnervazione 
nel nucleus accumbens e nell'ippocampo (Migliarini et al. 2013) .  
Durante il mio internato di tesi, mi sono occupato della 
caratterizzazione della linea murina Tph2::eGFP sotto due aspetti: da 
un lato ho proseguito ed approfondito l'analisi dello sviluppo delle fibre 
serotoninergiche nel sistema nervoso centrale, dall'altro, attraverso 
test comportamentali e analisi molecolari, ho iniziato un progetto teso 
a chiarire quale potesse essere il ruolo della serotonina nel 
meccanismo d'azione della ketamina. 
Ho inizialmente effettuato esperimenti di immunoistochimica, 
grazie ai quali è stato possibile mettere in evidenza che i topi 
Tph2::eGFP -/- mostrano, rispetto a topi eterozigoti, un'aumentata 
innervazione serotoninergica in diverse regioni del cervello: corteccia 
prefrontale, setto laterale, substantia nigra e area tegmentale ventrale. 
Tra queste aree, poichè è nota una stretta correlazione tra il sistema 
serotoninergico e quello dopaminergico, ho concentrato la mia 
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attenzione sulla substantia nigra e sull'area tegmentale ventrale. Mi 
sono chiesto se l'assenza di 5-HT e/o il marcato aumento delle fibre 
serotoninergiche potessero avere una qualche influenza sullo sviluppo 
del sistema dopaminergico. Effettuando esperimenti di 
immunoistochimica per evidenziare il sistema dopaminergico, ho 
osservato che negli animali Tph2::eGFP -/- è presente uno sviluppo 
alterato dei neuroni dopaminergici. Attraverso esperimenti di 
ibridazione in situ, è emerso che i topi Tph2::eGFP -/- presentano una 
diminuzione del numero di neuroni dopaminergici di circa il 30% 
rispetto a topi wild-type, sia nella substantia nigra che nell'area 
tegmentale ventrale. E' la mancanza di serotonina o l'aumento delle 
fibre serotoninergiche nei nuclei di origine dei neuroni dopaminergici a 
causare questo fenotipo? Per rispondere a questa domanda, ho 
utilizzato una linea murina in cui il sistema serotoninergico è ablato in 
seguito all'espressione specifica della tossina difterica all'interno di 
questi neuroni. Attraverso esperimenti di immunoistochimica e 
ibridazione in situ, ho osservato che il numero dei neuroni 
dopaminergici non varia tra animali di controllo e animali che non 
presentano neuroni serotoninergici. Ulteriore supporto all'ipotesi che 
sia l'iperinnervazione serotoninergica ad influenzare negativamente lo 
sviluppo dei nuclei dopaminergici mesencefalici, deriva dalla 
constatazione che nei topi Tph2::eGFP -/- i neuroni dopaminergici 
dell'ipotalamo, regione in cui non è presente un'alterazione delle 
proiezioni serotoninergiche, si sviluppano correttamente e sono 
presenti in ugual numero rispetto ai controlli.  
Per analizzare il ruolo della serotonina nel meccanismo 
d'azione della ketamina, i topi Tph2::eGFP -/- sono stati sottoposti a 
due test comportamentali, il Forced Swim e il Tail Suspension Test, 
per valutare comportamenti antidepressant-like in seguito a 
somministrazione di ketamina. Dati preliminari mostrano che gli 
animali mutanti per Tph2 rispondono a dosi di ketamina che nei topi 
wild type non hanno mostrato avere effetto. E' stato ipotizzato che 
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l'effetto antidepressivo della ketamina sia mediato dall'aumento 
d'espressione della neurotrofina Brain Derived Neurotrophic Factor 
(BDNF) nell'ippocampo e della sinaptogenesi nella corteccia 
prefrontale, con formazione di nuove spine dendritiche. Uno dei fattori 
che potrebbe contribuire al fenotipo osservato potrebbe essere 
l'aumento d'espressione di BDNF nell'ippocampo dei topi Tph2::eGFP 
-/- già in condizioni basali (Migliarini et al. 2013). Per capire a cosa sia 
dovuta la maggiore responsività dei topi Tph2::eGFP -/- al trattamento 
antidepressivo con la ketamina rispetto ai topi di controllo, sono in 
progetto esperimenti volti a valutare se una maggiore risposta di BDNF 
nell'ippocampo, unita ad un aumentato livello di sinaptogenesi 
corticale, possa essere la causa del fenotipo osservato. 
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ABSTRACT 
 
Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a neurotransmitter 
involved in the modulation of several physiological processes, such as 
appetite, sleep, mood, stress response and sexual behavior. 
Serotonergic neurons are among the most widely distribuited neuronal 
systems in the mammalian brain. These neurons are subdivided in two 
clusters: the rostral one which provides innervation to the forebrain, 
and the caudal one, which sends axons along the spinal cord. In 
addition to its physiological role, growing evidence suggests that   
serotonin also regulates the connectivity of the brain by modulating 
developmental cellular migration and cytoarchitecture. The synthesis 
of 5-HT and the expression of its receptor early in mammalian brain 
development, the availability of maternal 5-HT, the presence of 
serotonergic fibers in the telencephalon during the proliferation, 
migration and differentiation of neuroepithelial cells into neurons 
support the hypothesis that 5-HT could be a growth regulator during 
brain development. Moreover, support to this hypothesis comes from 
the idea that dysregulation of serotonergic signaling is at the origin of 
mental disorder thought to have developmental bases, such as 
schizophrenia, affective disorders, anxiety, autism and depression. 
According to  the monoamine hypothesis of depression, one of the 
causes of this syndrome could be a deficiency in serotonergic 
signaling, which in turn influences the function of noradrenergic and 
dopaminergic systems. Depression is currently treated with drugs 
acting on serotonergic (Selective Serotonin Reuptake Inibitors, SSRIs) 
and noradrenergic systems. However, all the available antidepressant 
drugs exert their effect only after prolonged administration (several 
weeks to months) and the treatment remains sub-optimal, with only 
50% of all patients demonstrating complete remission. Recently, 
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clinical trials has shown that a single, low dose of ketamine, a NMDA 
receptor antagonist, produces rapid antidepressant effects (within 2 
hours from the administration) even in patients who are resistant to 
traditional antidepressant. 
In order to investigate the role of serotonin in brain 
development, as well as its contribution to etiology of neuropsychiatric 
disorders, in our lab has been recently generated a Tph2::eGFP  
knock-in mouse line (Migliarini et al, 2013), in which the first exon of 
the Tph2 gene, codifying for the rate-limiting enzyme in serotonin 
synthesis, is replaced by the reporter gene eGFP. Tph2::eGFP mutant 
mice, depleted of brain 5-HT, show a reduced body growth rate and a 
high mortality level during the first 3 weeks of life. Thanks to the 
selective expression of eGFP in serotonergic neurons, it's possible to 
highlight serotonergic neurons indipendently from 5-HT 
immunoreactivity, and analyze the consequences of 5-HT depletion on 
serotonergic system development. Tph2::eGFP -/- mice show a 
serotonergic iperinnervation in the hippocampus and in the nucleus 
accumbens, while a reduction of the innervation can be found in the 
suprachiasmatic nucleus and in the paraventricular nucleus of the 
thalamus (Migliarini et al, 2013). 
During my graduate training, I carried on the analysis of the 
serotonergic innervation development in Tph2::eGFP mouse line and I 
started a new project aimed to investigate the role of 5-HT in ketamine 
mechanism of action. 
Tph2::eGFP -/- mice show an increase in serotonergic 
innervation compared to control animals in several brain areas, such 
as prefrontal cortex, somatosensory and motor cortex, lateral septum, 
substantia nigra and ventral tegmental area, as highlighted by 
immunoistochemical experiments. Many evidences suggest that there 
is a high regulated balance between serotonergic and dopaminergic 
systems, and that dysregulation of this balance can be one of the 
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causes of several neuropsychiatric disorders. For this reason, I 
investigated if the absence of brain 5-HT and/or serotonin 
iperinnervation to dopaminergic mesencephalic nuclei could have 
some influence on dopaminergic neurons development. 
Immunoistochemical and in situ hybridization experiments demonstrate 
that Tph2::eGFP -/- mice show an impaired dopaminergic system 
development and a 30% reduction in dopamine neurons number, both 
in the substantia nigra and in the vetral tegmental area. Moreover, 
mutant mice show an altered development of dopaminergic fibers 
which reach the hippocampus through the lateral septum. Is the 
depletion of brain 5-HT or the serotonergic iperinnervation responsible 
of this phenotype? The absence of dopaminergic system alteration in 
mice lacking serotonergic neurons thanks to specific diphteria toxin 
expression suggest the hypothesis that serotonergic iperinnervation 
could be the cause of the dopaminergic neurons reduction. Support to 
this hypothesis comes from the observation that dopaminergic neurons 
of the hypothalamus, region in which there is no difference in 
serotonergic innervation between mutant and control mice, develop 
normally and are equal in number.  
In order to analyze the role of serotonin in ketamine mechanism of 
action, Tph2::eGFP -/- and control mice were injected intraperitoneally 
with ketamine or saline solution and subjected to Forced Swim Test 
and Tail Suspension Test to evaluate antidepressant-like behaviors. 
Preliminary data suggest that mutant mice show antidepressant-like 
effect with a low dose of ketamine, while this administration failed to 
induce these effects in control mice. It has been hypothesized that 
antidepressant effects of ketamine are mediated by up-regulation of 
BDNF synthesis in hippocampus and by the activation of mTOR 
pathway, responsible for the formation of new spynes in the prefrontal 
cortex of rodents (Autry et al, 2011; Li et al, 2010). In this view, one of 
the possible explanation of this phenotype could be the upregulation of 
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BDNF in basal condition shown by Tph2::eGFP -/- mice (Migliarini et 
al, 2013). To investigate the molecular basis that underlie this 
differential response to ketamine treatment, experiments to evaluate 
BDNF levels in the hippocampus, mTOR pathway activation and spyne 
density are planned. 
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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 La serotonina 
La serotonina, o 5-idrossitriptamina (5-HT), è un 
neurotrasmettitore monoaminico implicato in una vasta serie di 
processi biologici. La serotonina è stata trovata in un'ampia varietà di 
organismi, che vanno dai vermi ai mammiferi, indicando che il sistema 
serotoninergico è evolutivamente antico (Turlejski, 1996). A partire 
dall'amminoacido essenziale L-triptofano, l'enzima Triptofano 
Idrossilasi (Tph) catalizza la formazione di 5-idrossitriptofano, 
successivamente decarbossilato a 5-HT. La Triptofano Idrossilasi è 
l'enzima limitante la sintesi di serotonina e ne esistono due isoforme: 
Tph1 e Tph2. Il gene Tph1 è espresso nelle cellule enterocromoaffini 
dell'intestino, nei leucociti mononucleati, nei mastociti, nelle cellule 
Beta delle isole di Langerhans e nella ghiandola pineale, mentre il 
gene Tph2 è espresso esclusivamente all'interno del sistema nervoso 
centrale (SNC) (Stoll et al., 1991; Gershon, 1999; Cotè et al., 2003). 
La serotonina è degradata ad acido 5-idrossiindolo acetico da parte 
dell'enzima Monoammino Ossidasi-A (MAO-A) (Weyler et al., 1990). 
L'accumulo nelle vescicole sinaptiche protegge la 5-HT dalla 
degradazione da parte delle MAO-A e fa si che avvenga il rilascio del 
neurotrasmettitore in seguito all'insorgere di un potenziale d'azione 
(Figura 1.1). L'azione della serotonina nella sinapsi termina grazie al 
reuptake nel terminale presinaptico attraverso un meccanismo 
energia-dipendente, messo in atto dal trasportatore della serotonina 
(SERT) (Murphy et al., 2004). La serotonina produce i suoi effetti 
attraverso il legame con una vasta gamma di recettori: 7 famiglie (5-
HTR 1-7), comprendenti 13 recettori accoppiati a proteine G (GPCR) e 
un canale ionico a controllo di ligando (5-HTR3, Hoyer and Martin, 
1997).  
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Figura 1.1: Metabolismo della serotonina all'interno di una sinapsi neuronale. A partire 
dall'amminoacido L-triptofano, gli enzimi Tph2 e AADC catalizzano la sintesi di 5-HT,  
immagazzinata in vescicole sinaptiche e pronta per il rilascio nel vallo sinaptico in 
seguito all'insorgere di un potenziale d'azione. Il trasportatore SERT è responsabile 
del reuptake della serotonina dal vallo sinaptico, mentre l'enzima MAO-A catalizza la 
degradazione del neurotrasmettitore. 
 
Alcuni recettori della serotonina sono accoppiati a proteine G inibitorie, 
le quali inibiscono la formazione di potenziali d'azione all' interno della 
cellula, mentre le proteine G eccitatorie accoppiate ad altri recettori 
della serotonina promuovono il rilascio di calcio, la depolarizzazione 
della cellula e la formazione di potenziali d'azione (Lauder, 1993). 
Inoltre la scoperta di numerose varianti di splicing, isoforme generate 
attraverso il processo di editing dell'RNA e fenomeni di 
eterodimerizzazione tra le varie subunità dei recettori hanno permesso 
di far luce sulla complessità del sistema recettoriale (Boess and 
Martin, 1994). Appare quindi evidente che l'azione della serotonina è 
strettamente dipendente dal profilo di espressione dei suoi recettori. Il 
fatto che un singolo recettore può inoltre attivare più di una via di 
_______________________________________________________INTRODUZIONE 
 3 
segnalazione contribuisce alla complessità del sistema recettoriale. 
 
1.2 I processi fisiologici regolati dalla serotonina 
La serotonina è implicata nella modulazione di molteplici processi 
fisiologici e comportamentali, come l'appetito, il desiderio sessuale, il 
controllo motorio ed emotivo, le capacità cognitive. Non è chiaro, 
tuttavia, se la 5-HT influenzi tali comportamenti in maniera diretta o più 
generalmente coordinando il funzionamento del SNC.  La diversità dei 
recettori della serotonina e delle vie di segnalazione attivate, unita 
all'espressione differenziale di tali recettori in diverse popolazioni 
neuronali suggerisce l'ipotesi di come un singolo neurotrasmettitore 
possa modulare funzioni comportamentali e biologiche così diverse tra 
loro. Ad esempio, la stimolazione del recettore 5-HT2C promuove 
l'erezione del pene e inibisce l'eiaculazione, mentre il recettore 5-HT1A 
ha l'effetto opposto (Elaine et al., 2004). Il recettore 5-HT2C gioca un 
ruolo fondamentale nel controllo dell'appetito. Infatti, l'inattivazione del 
gene Htr2c promuove iperfagia e la comparsa dell'obesità in topi (Yeo 
and Heisler, 2012). Inoltre, la serotonina modula la produzione 
dell'ormone melanocortina da parte dei neuroni ipotalamici del nucleo 
arcuato. Tale ormone controlla il bilancio energetico dell'organismo, 
integrando numerosi segnali ormonali provenienti dai tessuti adiposi, 
dall'intestino e dal pancreas (Heisler et al., 2002). Il ruolo della 
serotonina nella modulazione delle capacità cognitive, quali memoria e 
apprendimento, è stato chiarito attraverso esperimenti volti a valutare 
l'influenza del neurotrasmettitore sulla formazione dell'LTP. Il 
fenomeno dell'LTP, ovvero un aumento dell'efficienza sinaptica in 
seguito a una stimolazione elettrica ad alta frequenza, è considerato 
essere il meccanismo cellulare attraverso il quale i ricordi sono 
immagazzinati nell'ippocampo. La deplezione di serotonina inibisce la 
formazione dell'LTP nel giro dentato dell'ippocampo, mentre la 
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stimolazione dei neuroni serotoninergici induce questo fenomeno 
(Laurence et al., 2008). Il coinvolgimento del sistema serotoninergico 
nella modulazione dell'umore e delle emozioni è emerso grazie a studi 
in cui si è osservato che alterazioni della neurotrasmissione 
serotoninergica sono alla base di diverse patologie neuropsichiatriche. 
Molti disordini, come la schizofrenia, disordini affettivi, stati d'ansia, 
sindromi correlate allo stress, depressione e autismo, sono infatti 
trattati attraverso farmaci che agiscono sul sistema serotoninergico 
(Sodhi and Sanders-Bush, 2004). Barr e collaboratori hanno 
dimostrato che la somministrazione di antagonisti del recettore 5-HT2A 
a topi modello di schizofrenia era capace di compensare i deficit 
comportamentali (Barr et al., 2004). Mentre è noto che tra le cause 
dell'autismo vi possa essere una eccessiva innervazione 
serotoninergica delle aree limbiche (Betancur et al., 2002), il contrario 
potrebbe essere vero per i disordini affettivi, in particolare l'ansia e la 
depressione, causate probabilmente da un ipofunzionamento della 
neurotrasmissione serotoninergica. Questa ipotesi è supportata da vari 
studi condotti su animali knock-out per i geni codificanti per i recettori 
della serotonina. E' stato visto infatti che animali privi del recettore 5-
HT2C presentavano elevati livelli di ansia (Heisler et al., 2007), mentre 
topi knock out per il recettore 5-HT1A hanno mostrato sia diminuiti 
livelli di depressione sia aumentati livelli di ansia (Ramboz et al., 
1998). Appare quindi chiaro che i livelli di serotonina debbano essere 
strettamente regolati, sia nella vita adulta quando tali sindromi si 
presentano, sia durante lo sviluppo embrionale, quando si pensa che 
tali patologie originino. 
 
1.3 Il sistema serotoninergico  
I neuroni del sistema serotoninergico sono raggruppati in una serie di 
nuclei, denominati nuclei del raphe (B1-B9), che si estendono dal 
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mesencefalo alla medulla nel SNC. I nuclei del raphe rostrale 
comprendono il maggior numero di neuroni serotoninergici, e 
provvedono all'innervazione di tutto il SNC anteriore, mentre i nuclei 
del raphe caudale proiettano i loro assoni verso il midollo spinale. 
Mentre la densità delle proiezioni serotoninergiche varia ampiamente, 
sia tra regioni cerebrali diverse che tra aree della stessa regione, 
virtualmente nessuna struttura del SNC è priva di input serotoninergici 
(Figura 1.2; Jacobs et al.1992). 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2: Rappresentazione schematica del sistema serotoninergico del topo. I 
nuclei del raphe rostrale (B6-B7, B5-B8, B9) innervano estensivamente tutto il SNC 
anteriore, mentre i nuclei del raphe caudale (B2, B1, B3) inviano le loro proiezioni 
verso il midollo spinale.  
 
Il differenziamento da parte di progenitori neurali in neuroni 
serotoninergici è un evento molto precoce durante lo sviluppo 
embrionale, ed è il risultato di programmi trascrizionali guidati da 
complessi eventi di specificazione. Questi neuroni sono generati a 
partire dal giorno 10 di gestazione (E10) fino al giorno 12 (E12) nel 
topo, ed entro il primo mese gestazionale nei primati (Levitt and Rakic, 
1982). Le popolazioni di neuroni serotoninergici che costituiscono i 
diversi nuclei del raphe originano da vari rombomeri, compartimenti in 
cui il romboencefalo embrionale è diviso lungo l'asse antero-posteriore 
(Lumsden and Keunes, 1989). La porzione del tubo neurale da cui si 
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origineranno i precursori dei neuroni serotoninergici è definita grazie 
all'azione combinata di fattori morfogenetici, quali Sonic Hedgehog 
(Shh), Fibroblast Growth Factor (FGF) 4 e FGF8 (Ye et al., 1998). 
Attraverso studi su modelli murini in cui specifici geni erano stati 
inattivati grazie alla tecnica del gene targeting, è stato possibile 
individuare i fattori di trascrizione implicati nella specificazione dei 
precursori serotoninergici (Nkx2.2, Mash1) (Briscoe et al., 1999; Pattyn 
et al., 2004),  e quelli coinvolti nel differenziamento terminale dei 
precursori in neuroni maturi (Gata2, Gata3, Lmxb1, Pet1) (Craven et 
al., 2003; Ding et al., 2003; Hendricks et al., 2003). Un neurone 
serotoninergico terminalmente differenziato esprime l'enzima Tph2, il 
trasportatore SERT e inizia a produrre serotonina a partire dal 11°-12° 
giorno dopo il concepimento in topo (Deneris and Wyler, 2012). Oltre 
all'azione di numerose neurotrofine e fattori di crescita che 
contribuiscono alla maturazione dei neuroni serotoninergici, è stato 
visto che la 5-HT stessa, attraverso il legame con l'autorecettore 5-
HT1A, promuove lo sviluppo di tali neuroni, inducendo la trascrizione 
della neurotrofina Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) e del suo 
recettore TrkB (Herdegen and Leath, 1998; Galter and Unsicker, 
2000). Attraverso studi su ratto, è emerso che lo sviluppo delle 
proiezioni serotoninergiche è un processo che si estende per un lungo 
periodo di tempo, e può essere diviso in tre fasi distinte (Lidov and 
Molliver, 1982). Nella prima fase, che inizia ad E13 fino a E16, gli 
assoni provenienti dai neuroni del raphe dorsale proiettano verso il 
mesencefalo caudale. Entro il 19° giorno dopo il concepimento, le 
proiezioni serotoninergiche raggiungono le varie aree bersaglio 
prosencefaliche, mentre l'arborizzazione dei terminali sinaptici procede 
fino al 21° giorno dopo la nascita dell'animale, periodo in cui si assiste 
ad un rapido incremento della concentrazione totale di serotonina 
all'interno del cervello (Baker et al., 1969). Lo sviluppo terminale 
dell'innervazione serotoninergica è un processo molto eterogeneo, che 
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avviene a stadi e con tempistiche diverse a seconda della regione 
prosencefalica presa in considerazione (Lidov and Molliver, 1982).  
 
1.4 Il ruolo della serotonina nello sviluppo del SNC 
Lo sviluppo del cervello richiede una complessa serie di eventi 
rigorosamente programmati che si possono raggruppare nella 
generazione, migrazione e differenziamento di neuroni e glia (Berger-
Sweeney et al., 1997). Numerose evidenze hanno suggerito che la 
serotonina possa agire, prima ancora che come neurotrasmettitore, 
come regolatore di crescita durante specifici eventi di sviluppo del 
SNC. Nei roditori e in altre specie di mammiferi, la formazione del 
sistema serotoninergico coincide con la formazione delle vescicole 
telencefaliche e con la proliferazione delle cellule neuroepiteliali nella 
zona ventricolare e nel telencefalo basale (Wallace and Lauder, 1983). 
Inoltre, i neuroni serotoninergici inviano proiezioni al telencefalo già un 
giorno dopo la loro genesi (Marin and Rubenstein, 2001). A supporto 
dell'ipotesi che la serotonina regoli la proliferazione cellulare, è stato 
osservato che agonisti del recettore 5-HT1A inducevano un aumento 
del numero di cellule nella zona subventricolare e nel giro dentato 
dell'ippocampo (Gould, 1999), e che la stimolazione dei recettori 5-
HT2 supportava la sopravvivenza cellulare (Dooley et al., 1997). Lo 
studio degli effetti del knock-out di geni coinvolti nel metabolismo della 
serotonina ha fornito ulteriori evidenze a sostegno dell'ipotesi di un 
contributo della serotonina allo sviluppo del cervello. Topi privi del 
gene MAO-A, responsabile della degradazione della serotonina, non 
presentavano una corretta organizzazione somatotopica delle vibrisse 
nello strato IV della corteccia somatosensoriale (Cases et al., 1996). 
Inoltre è stato osservato che i neuroni dello strato IV della corteccia 
somatosensoriale di topi in cui il gene VMAT2, codificante per una 
proteina coinvolta nel trasporto vescicolare delle monammine, era 
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stato inattivato, non raggiungevano mai un normale stadio di 
differenziamento (Lebrand et al., 1998). Riccio e colleghi, utilizzando 
un modello murino knock-out per SERT, il trasportatore della 
serotonina, hanno dimostrato che elevati livelli extracellulari di 5-HT 
fanno diminuire la velocità di migrazione dei neuroni piramidali della 
corteccia, passaggio fondamentale della corticogenesi (Riccio et al., 
2011). Questi dati supportano l'ipotesi che la 5-HT svolga un ruolo 
fondamentale nello sviluppo del SNC e che una disregolazione della 
segnalazione serotoninergica durante le fasi precoci dello sviluppo del 
cervello influenzi negativamente la formazione di vari circuiti neurali.  
 
1.5 La Triptofano Idrossilasi  
L'enzima triptofano idrossilasi (Tph) appartiene alla 
superfamiglia delle idrossilasi degli aminoacidi aromatici. E' un enzima 
tetramerico che utilizza un atomo di ferro come cofattore, insieme ad 
ossigeno molecolare e tetraidrobiopterina. Esistono due isoforme della 
Tph, codificate dai due geni Tph1 e Tph2 (Walther et al., 2003). 
Attraverso esperimenti di knock-out genico per Tph1 su modelli animali 
murini, Cotè e collaboratori hanno dimostrato che tale isoforma è 
espressa nella ghiandola pineale, dove la serotonina è un intermedio 
della via biosintetica della melatonina, e nelle cellule enterocromoaffini 
dell'intestino, in cui la serotonina modula la secrezione intestinale e la 
peristalsi. La serotonina prodotta nelle cellule enterocromoaffini è 
rilasciata nel circolo sanguigno, dove è immagazzinata nelle piastrine 
e partecipa al processo di coagulazione del sangue, promuovendo 
l'attività della trombina (Cotè et al., 2003; Li et al., 1997). Cotè e 
collaboratori hanno inoltre dimostrato il ruolo della serotonina di origine 
materna sullo sviluppo embrionale. Infatti, gli embrioni nati da femmine 
di topo mutanti per Tph1 presentano diverse alterazioni nello sviluppo 
del SNC. In più, è possibile osservare anomalie nello sviluppo del 
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cuore di topi Tph1 -/-, alterazioni che portano ad una disfunzione 
cardiovascolare che può degenerare in infarto del miocardio (Cotè et 
al., 2003).  
Il gene Tph2 codifica per l'isoforma neuronale dell'enzima e la 
sua espressione è confinata ai neuroni dei nuclei del raphe e ai plessi 
mienterici (Walther et al., 2003). Il suo coinvolgimento in disordini 
psichiatrici è supportato da numerosi studi, volti ad individuare dei 
polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) associati a sindromi 
depressive, schizofrenia, ansia e autismo. Zill e collaboratori hanno 
identificato 10 SNPs nel gene umano Tph2 associate con la comparsa 
della sindrome depressiva maggiore (Zill et al., 2004). Un altro gruppo 
di ricerca ha identificato una singola sostituzione nucleotidica non 
conservativa (G1463A) nel gene umano Tph2, che causa una 
riduzione di circa l'80% nei livelli di serotonina nel SNC (Zhang et al., 
2004). Nel corso degli anni, diversi gruppi di ricerca hanno generato 
linee murine mutanti per Tph2 con lo scopo di analizzare in vivo gli 
effetti della deplezione di serotonina sul funzionamento del SNC. E' 
noto dalla letteratura che topi privi di serotonina presentano gravi 
deficit di crescita, una mortalità nelle prime settimane di vita pari al 
50% e varie disfunzioni fisiologiche, come un alterato controllo della 
temperatura corporea, una diminuita frequenza cardiaca e pressione 
sanguigna (Alenina et al., 2009; Migliarini et al., 2013). Inoltre, le 
femmine Tph2 -/- mostrano anomalie nelle cure parentali che causano 
una bassa sopravvivenza dei cuccioli (Alenina et al., 2009). Gutknecht 
e collaboratori hanno osservato che i neuroni serotoninergici di topi 
Tph2 -/- conservano le proprietà elettrofisiologiche tipiche del sistema 
serotoninergico, anche se non sintetizzano serotonina. Inoltre, gli 
autori hanno dimostrato che tali topi  mostrano una sovraespressione 
dei recettori 5-HT1A e 1B in diverse aree cerebrali (Gutknecht et al., 
2008).  
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1.6 Il topo come organismo modello 
Un organismo modello è una specie non umana studiata 
estensivamente per capire determinati fenomeni biologici, con 
l'aspettativa che le scoperte effettuate nell'organismo modello aiutino 
la comprensione degli stessi fenomeni biologici in specie superiori, in 
particolare quella umana. Questa correlazione è resa possibile  grazie 
alla  conservazione  del materiale genetico, delle vie metaboliche e 
delle strategie di sviluppo durante l'evoluzione delle specie. La scelta 
di un organismo modello piuttosto che un altro dipende 
essenzialmente dal tipo di studi che si vogliono effettuare.  
I roditori sono il tipo più comune di mammiferi impiegati nelle 
procedure sperimentali: molte ricerche sono state effettuate utilizzando 
ratti, cavie domestiche, criceti e topi. Tra questi roditori,  la maggior 
parte degli studi genetici sono stati condotti sul topo domestico.  Il topo 
domestico (Mus Musculus) è la specie maggiormente impiegata in 
quanto presenta  una serie di caratteristiche che lo rendono 
particolarmente adatto agli studi genetici. Innanzitutto, il suo genoma è 
molto simile a quello umano ed è stato completamente sequenziato, è 
un animale facile da maneggiare, presenta alte velocità di riproduzione 
e costi di gestione relativamente bassi.  
La possibilità di inserire geni esogeni all'interno del genoma del 
topo, di ottenere cellule staminali embrionali  murine che 
contribuiscono allo sviluppo della linea germinale,  e quella di 
modificare in maniera spazio-temporale un locus genomico con la 
precisione del singolo nucleotide, hanno rivoluzionato lo studio della 
biologia dei mammiferi e della medicina umana. 
La capacità di mutare specifici locus genici attraverso la tecnica 
del gene targeting ha permesso di capire in maniera approfondita la 
funzione e il ruolo di numerosi geni sia in  fenomeni biologici complessi 
in cui sono coinvolti, quali ad esempio lo sviluppo embrionale, lo 
sviluppo e il funzionamento del sistema nervoso, sia negli stati 
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patologici in cui sono alterati.  
 
1.7 La linea murina knock-in Tph2::eGFP 
Recentemente, presso il laboratorio in cui ho svolto l'attività di 
tirocinio, è stata generata la linea murina knock-in Tph2::eGFP, con lo 
scopo di studiare in maniera approfondita il ruolo giocato dalla 
serotonina nello sviluppo del SNC e nel controllo del comportamento 
adulto. Attraverso la tecnica del gene targeting, i 105 nucleotidi 
fiancheggianti il codone di inizio della trascrizione del gene Tph2 sono 
stati rimpiazzati dal cDNA codificante per la proteina reporter eGFP 
(Figura 1.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3: Rappresentazione schematica della generazione dell'allele Tph2::eGFP. 
Attraverso la tecnica del gene targeting, i primi 105 nucleotidi del primo esone del 
gene sono stati rimpiazzati dal gene codificante per la proteina reporter eGFP. 
 
 E' stato osservato che, al pari di altri modelli murini in cui il gene Tph2 
era stato inattivato, la deplezione di serotonina all'interno del SNC 
provoca un grave deficit di crescita ed un aumento della mortalità nelle 
prime 3 settimane di vita pari al 60%. Tuttavia, l'inattivazione di Tph2 
non influisce sulla citoorganizzazione e la neuroanatomia del SNC. In 
aggiunta, i neuroni serotoninergici dei topi Tph2::eGFP si sviluppano in 
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maniera corretta, esprimono marcatori serotoninergici, preservano la 
competenza per la neurotrasmissione e non differiscono in numero 
rispetto a topi di controllo. A differenza di altre linee knock-out per 
Tph2 generate in altri laboratori, la possibilità di mettere in risalto il 
sistema serotoninergico anche in assenza di 5-HT, grazie 
all'espressione specifica del gene reporter eGFP in questi neuroni, fa 
si che la linea Tph2::eGFP rappresenti un modello ideale per studiare 
il ruolo che la serotonina e i neuroni serotoninergici giocano nella 
formazione dei circuiti neurali. 
Infatti, attraverso esperimenti di immunoistochimica utilizzando 
un anticorpo specifico contro la eGFP, è stato possibile evidenziare le 
conseguenze della deplezione di serotonina sullo sviluppo del cervello 
e dei neuroni serotoninergici stessi. Nei topi Tph2::eGFP -/-, le fibre 
serotoninergiche non innervano in maniera appropriata alcune aree del 
cervello, quali il nucleo suprachiasmatico dell'ipotalamo e il nucleo 
paraventricolare del talamo, mentre è stato osservato che è presente 
una iperinnervazione serotoninergica nell'ippocampo e nel nucleus 
accumbens (Figura 1.4).  
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Figura 1.4: Attraverso esperimenti di immunoistochimica, è stato possibile evidenziare 
che i topi Tph2::eGFP -/- presentano una diminuzione della densità delle proiezioni 
serotoninergiche che innervano il nucleo suprachiasmatico e il nucleo paraventricolare 
del talamo, mentre un aumento delle fibre serotoninergiche è presente nell'ippocampo 
e nel nucleus accumbens (Migliarini et al., 2013). 
 
Una delle possibili cause dell'iperinnervazione serotoninergica 
nell'ippocampo potrebbe essere il consistente aumento di espressione 
del gene codificante per la neurotrofina BDNF in questa struttura  nei 
topi  Tph2::eGFP -/-. E' infatti noto che BDNF promuove lo sviluppo dei 
neuriti e l'arborizzazione dendritica dei neuroni serotoninergici 
(Migliarini et al., 2013)  
 
1.8 Il sistema dopaminergico e le interazioni serotonina-dopamina 
Nessun altro sistema neuronale ha ricevuto tanta attenzione 
negli ultimi 20 anni quanto quello dopaminergico. I neuroni 
dopaminergici situati nel mesencefalo ventrale sono essenziali nel 
controllo di funzioni cognitive e motorie e sono associati con diverse 
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patologie neurodegenerative e psichiatriche. Sono stati identificati tre 
sottogruppi (A8, A9, A10) di neuroni dopaminergici mesencefalici 
distinti funzionalmente e anatomicamente. Il gruppo A9 contiene i 
neuroni della Substantia Nigra pars compacta (SNc): questi neuroni 
estendono le proprie proiezioni verso lo striato dorsale 
(caudato/putamen), formando la via nigrostriatale, e sono coinvolti nel 
controllo del movimento volontario. I neuroni della SNc sono stati 
oggetto di studi approfonditi da quando si è scoperto che la loro 
degenerazione è la causa dei difetti di locomozione osservati in 
pazienti affetti dalla sindrome di Parkinson (Hornykiewicz, 2006). I 
gruppi A10 e A8 definiscono rispettivamente l'area tegmentale ventrale 
(VTA) e il campo retrorubrale (RRF). Questi neuroni innervano lo 
striato ventrale (nucleus accumbens), lo strato CA3 dell'ippocampo e 
la corteccia prefrontale (PFC) formando la via mesocorticolimbica, e 
sono coinvolti nella regolazione delle emozioni e del piacere (Figura 
1.5; Dianne et al., 2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5: Rappresentazione dei nuclei dopaminergici all'interno del SNC di topo. I 
nuclei dopaminergici del mesencefalo sono organizzati in tre nuclei distinti. I neuroni 
della substantia nigra pars compacta (A9) sono implicati nel controllo del movimento 
volontario e innervano il caudato/putamen,  mentre i neuroni dell'area tegmentale 
ventrale (A10) inviano proiezioni verso il nucleus accumbens, la corteccia e 
l'ippocampo. I neuroni del campo retrorubrale (A8) sono connessi con il locus 
coeruleus, con il collicolo superiore e con varie regioni della corteccia.  
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Al pari dei neuroni serotoninergici, i neuroni dopaminergici 
compaiono precocemente durante lo sviluppo embrionale, grazie 
all'azione morfogenetica di Shh ed FGF8, gli stessi fattori fondamentali 
per la specificazione del sistema serotoninergico. Ciò che separa 
queste due popolazioni neuronali strettamente connesse è il 
cosiddetto Midbrain-Hindbrain Boundary (MBH, confine mesencefalo-
romboencefalo), ovvero un dominio localizzato lungo l'asse dorso-
ventrale caratterizzato dall'espressione differenziale di fattori 
morfogenetici, quali Gbx2, Otx1/2 e FGF8, il cui scopo è quello di 
specificare correttamente diverse popolazioni di neuroni (Puelles et al., 
2004). L'azione dei fattori di trascrizione Lmx1a, Fox2a e Ngn2 è 
fondamentale per la maturazione dei precursori dopaminergici in 
neuroni differenziati (Gale and Li, 2008).  
Le fibre serotoninergiche provenienti dai nuclei del raphe 
dorsale (DRN) innervano densamente sia i due maggiori centri di 
origine dei neuroni dopaminergici, ovvero la SNc e la VTA, sia le loro 
strutture bersaglio, come il nucleus accumbens, la corteccia 
prefrontale e lo striato. Inoltre è stato osservato, attraverso 
microscopia elettronica, che sono presenti contatti sinaptici tra le fibre 
serotoninergiche e i neuroni dopaminergici, sia nella SNc che nella 
VTA (Hervè et al, 1987). Numerose evidenze suggeriscono che questi 
due sistemi di neurotrasmissione sono strettamente connessi da un 
punto di vista funzionale e che alterazioni del bilancio esistente tra 
serotonina e dopamina sono la causa di numerose malattie 
neuropsichiatriche. E' noto infatti che mentre il legame della serotonina 
ad alcuni recettori (ad es. 5-HTR1A) facilita il funzionamento dei 
neuroni e il rilascio di dopamina, altri recettori (ad es. 5-HTR2C) 
mediano un effetto inibitorio sull'attività elettrica e sulla 
neurotrasmissione dopaminergica (Di Giovanni et al, 2010). Al 
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contempo, i neuroni dopaminergici della VTA innervano 
estensivamente il DRN e la sostanza grigia periacqueduttale. 
Attraverso il legame con i recettori D2-like presenti sui neuroni 
serotoninergici del DRN, la dopamina provoca la depolarizzazione ed 
un aumento della conduttanza di membrana, stimolando la produzione 
di potenziali d'azione (Aman et al., 2007).  
Come per la serotonina, anche per la dopamina è stato 
ipotizzato un ruolo nello sviluppo del sistema nervoso. Il gruppo di 
ricerca guidato da Bhide ha dimostrato che la dopamina regola il ciclo 
cellulare e la proliferazione dei progenitori neurali delle eminenze 
ganglionari laterali, ovvero cellule neuroepiteliali precursori dei neuroni 
striatali (Ohtani et al, 2003). Inoltre, è stato riportato che la dopamina, 
attraverso l'induzione dell'espressione del fattore neurotrofico ciliare 
(CNTF) mediata dal recettore D2, promuove la proliferazione dei 
neuroblasti nella zona sub-ventricolare (Yang et al, 2008). Infine, la 
somministrazione di quinpirolo, agonista dei recettori D2, favorisce la 
neurogenesi subventricolare e ippocampale in topi adulti (Yang et al, 
2008). Recentemente è stato osservato che la dopamina promuove la 
generazione dei motoneuroni del midollo spinale del pesce Zebrafish 
in quanto, inibendo tale via di segnalazione, gli animali non presentano 
un appropriato numero di motoneuroni e hanno difficoltà di 
locomozione (Reimer et al, 2013). Anche se il sistema dopaminergico 
e quello serotoninergico sono strettamente interconnessi da un punto 
di vista funzionale durante la vita adulta, non è noto se queste due 
molecole possano avere una qualche interazione reciproca che regoli 
lo sviluppo dei rispettivi centri di origine.   
 
1.9 La depressione 
Con il termine disturbo dell'umore si intende una vasta classe di 
disturbi psicopatologici che consistono in alterazioni o anomalie del 
tono dell'umore dell'individuo, con ripercussioni di varia entità nella vita 
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interpersonale e/o lavorativa. La depressione, o disturbo depressivo 
maggiore, rappresenta il principale disturbo psicopatologico. Essa può 
assumere la forma di un singolo episodio transitorio, oppure di una 
vera e propria sindrome. 
Le cause che portano alla depressione sono ancora oggi poco 
chiare. Studi epidemiologici suggeriscono che circa il 40-50% di rischio 
sia determinato da fattori genetici: questo rende la depressione una 
sindrome altamente ereditabile. Tuttavia, ad oggi non è stato 
identificato nessun gene specifico che rappresenterebbe un fattore di 
rischio. La difficoltà di trovare geni coinvolti nella vulnerabilità alla 
depressione rispecchia la difficoltà di trovare geni coinvolti in altre 
malattie psichiatriche. La depressione è un fenomeno complesso, in 
cui potrebbero essere coinvolti numerosi geni. In questo modo, ogni 
singolo gene potrebbe produrre un effetto relativamente piccolo, e 
potrebbe essere difficile da evidenziare sperimentalmente. In aggiunta, 
la vulnerabilità alla depressione è solo in parte determinata da fattori 
genetici: stress, traumi emotivi, infezioni virali (ad es. Borna Virus), 
come anche eventi stocastici durante lo sviluppo del sistema nervoso 
centrale sono stati implicati nell'eziologia della depressione (Lucki, 
1998; Nestler et al., 2002).  
Mentre molte regioni del cervello sono implicate nella 
regolazione di emozioni e stati d'animo, ad oggi si conosce poco la 
circuiteria neuronale coinvolta nella regolazione dell'umore, e sono 
poche le alterazioni note che affliggono questa circuiteria in pazienti 
che soffrono di depressione. A differenza di altre malattie 
neuropsichiatriche, come la sindrome di Alzheimer o il morbo di 
Parkinson, per la depressione non ci sono lesioni patologiche o grosse 
evidenze anatomiche in specifiche regioni del cervello. E' come se 
differenti aree cerebrali partecipassero ai diversi sintomi della 
depressione. Questa ipotesi è supportata da studi di Brain Imaging che 
hanno mostrato differenze nel flusso sanguigno in molte strutture del 
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cervello umano, come la corteccia prefrontale, la corteccia del cingolo, 
l'ippocampo, lo striato, l'amigdala e il talamo (Liotti and Mayberg, 
2001). La conoscenza della funzione di queste regioni cerebrali in 
condizioni normali potrebbe spiegare il legame tra queste aree e i 
sintomi della depressione. La corteccia prefrontale e l'ippocampo 
potrebbero mediare ad esempio gli aspetti cognitivi della sindrome, 
come le difficoltà di memorizzare, la tendenza al suicidio, i pensieri 
negativi, la sensazione di colpevolezza. Lo striato, in particolare il 
nucleus accumbens, e l'amigdala potrebbero essere responsabili 
dell'anedonia (l'incapacità di un paziente a provare piacere), della 
ridotta motivazione e dell'ansia, spesso associata alla depressione. 
L'insonnia o l'ipersonnia, la mancanza di appetito o l'iperfagia, la 
perdita del desiderio sessuale potrebbero essere attribuite invece 
all'ipotalamo. Naturalmente, tutte queste regioni del cervello operano 
in una serie di circuiti interagenti in parallelo, i quali solo da poco 
iniziano ad essere compresi (Nestler et al., 2002). 
 
1.10 Modelli animali di depressione  
I modelli animali possono essere di grande aiuto per capire 
l'eziologia della depressione, tuttavia i sintomi principali non possono 
essere facilmente misurati. La tendenza è quindi quella di analizzare, 
in modelli animali di depressione genetici o indotti, gli "endofenotipi". 
Poichè la depressione è una sindrome complessa, che si manifesta 
attraverso la comparsa di molteplici sintomi, è utile analizzare 
separatamente i vari aspetti che la compongono. Scomponendo il 
fenotipo nei singoli endofenotipi è possibile fare un'analisi singola e 
dettagliata per fare luce sulle basi biologiche che causano tali 
endofenotipi  (Hasler et al., 2004). Un modello animale ideale offre la 
possibilità di capire i fattori molecolari, genetici, epigenetici che 
potrebbero causare la depressione. Usando tali modelli, può essere 
esaminata la relazione che intercorre tra una eventuale 
_______________________________________________________INTRODUZIONE 
 19 
predisposizione genetica e alterazioni ambientali, fornendo così una 
conoscenza più approfondita della patologia. Non meno importante, i 
modelli animali sono indispensabili per mettere a punto nuove terapie 
per la depressione. I roditori, in particolare il ratto ed il topo, 
rappresentano un valido modello animale per lo studio di tale 
patologia.  Nel corso degli anni sono stati sviluppati numerosi test 
comportamentali per valutare dei comportamenti depressive-like, 
analizzando i diversi aspetti della sindrome. Inoltre la capacità di 
intervenire con l'ingegneria genetica e di fare analisi biochimico-
molecolari offre la possibilità di attribuire a determinati comportamenti 
un significato biologico.  
 
1.11 Circuiti coinvolti 
1.11.1 Ipotesi delle neurotrofine 
 
I fattori neurotrofici furono originariamente caratterizzati per il 
loro ruolo nella crescita e nel differenziamento dei neuroni durante lo 
sviluppo embrionale. Oggi è noto che tali fattori sono potenti regolatori 
della plasticità e della sopravvivenza dei neuroni e della glia. L'ipotesi 
delle neurotrofine stabilisce che una deficienza nella segnalazione 
neurotrofica potrebbe contribuire alla patologia ippocampale osservata 
durante lo sviluppo della depressione. Un meccanismo con cui il 
sistema nervoso centrale risponde allo stress è l'attivazione dell'asse 
ipotalamico-pituitario-adrenale (HPA), che porta alla sintesi e al rilascio 
dei glucocorticoidi (cortisolo negli uomini, corticosterone nei roditori). I 
glucocorticoidi esercitano un potente effetto sia sul metabolismo 
generale sia sul comportamento, agendo in diverse aree cerebrali. I 
livelli di glucocorticoidi in condizioni normali aumentano la funzionalità 
dell'ippocampo, struttura che inibisce, con un feedback negativo, 
l'attività dell'asse HPA. Tuttavia, è stato osservato che elevati livelli di 
glucocorticoidi misurati in condizioni di stress prolungato potrebbero 
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danneggiare i neuroni ippocampali, soprattutto i neuroni piramidali del 
CA3 (Salposky, 2000). La natura del danno non è chiara, ma 
verosimilmente consiste nella riduzione dell'albero dendritico tipico di 
questi neuroni, e nella diminuzione delle spine dendritiche, strutture 
fondamentali nel recepire gli input glutamatergici (Salposky, 2000). 
Inoltre, lo stress e l'ipercortisolemia riducono il tasso di proliferazione 
di nuovi neuroni nel giro dentato dell'ippocampo (una delle due aree 
neurogeniche del cervello adulto) (Fuchs and Gould, 2000). 
L'attenzione degli studiosi si è focalizzata sulla proteina BDNF, uno dei 
principali fattori neurotrofici del cervello adulto (Duman et al., 1997). Lo 
stress acuto e cronico ha come effetto quello di diminuire i livelli di 
espressione di BDNF nell'ippocampo di roditori, in particolare nel giro 
dentato e nello strato delle cellule piramidali. Sembra che la riduzione 
dei livelli di espressione di BDNF sia mediata in parte dall'azione dei 
glucocorticoidi, e in parte attraverso altri meccanismi di cui non si 
conosce appieno la natura (Smith et al., 1995). La somministrazione 
cronica (ma non acuta) di farmaci antidepressivi a roditori ha come 
effetto quello di far aumentare l'espressione di BDNF in queste regioni, 
prevenendo anche la diminuzione di espressione indotta dallo stress 
(Figura 1.6).  
 
 
 
 
 
 
 
_______________________________________________________INTRODUZIONE 
 21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6: Secondo l'ipotesi delle neurotrofine, una deficienza nella segnalazione 
neurotrofica, in particolare di BDNF, può essere alla base dell'atrofia dei neuroni 
dell'ippocampo e della corteccia osservata in modelli animali di depressione e in 
pazienti che soffrono di questa sindrome. Gli antidepressivi hanno l'effetto di 
promuovere l'espressione di BDNF, che esercita i suoi effetti trofici promuovendo la 
formazione di nuove connessioni neuronali e ripristinando il corretto funzionamento 
delle strutture interessate dalla patologia.  
 
Sembra che l'aumento di espressione di BDNF sia mediato dal 
fattore di trascrizione Creb, la cui attività è incrementata dai farmaci 
antidepressivi (Nestler et al., 2002; Nibuya et al., 1996). Ci sono anche 
numerose evidenze che suggeriscono che il trattamento 
antidepressivo faccia aumentare l'espressione di BDNF in pazienti 
affetti da depressione (Chen et al., 2001). Queste scoperte supportano 
l'ipotesi che l'aumento di espressione di BDNF indotto dagli 
antidepressivi possa riparare i danni ippocampali causati dallo stress e 
proteggere altri neuroni da danneggiamenti futuri. Inoltre è stato 
osservato che BDNF promuove la funzione ippocampale (Nestler et 
al., 2002; Korte et al., 1996). Questa ipotesi potrebbe spiegare perchè 
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il trattamento con antidepressivi mostra efficacia solo dopo 
somministrazione cronica: sarebbe richiesto il tempo affinchè BDNF 
sia prodotto ed esplichi il suo effetto neurotrofico.   
L'ipotesi neurotrofica suggerisce quindi che molecole in grado di 
promuovere la funzione di BDNF nell'ippocampo potrebbero essere 
degli efficaci farmaci antidepressivi. 
 
1.11.2 Disregolazione del sistema mesolimbico 
La maggior parte degli studi pre-clinici sulla depressione si 
sono focalizzati sul ruolo dell'ippocampo nell'eziologia di questa 
sindrome. Recentemente, è stata posta grande attenzione sul 
possibile ruolo giocato da varie strutture nella patogenesi della 
depressione, in particolare dall'area tegmentale ventrale e dal nucleus 
accumbens. Il nucleus accumbens è la regione principale in cui 
proiettano i neuroni dopaminergici dell'area tegmentale ventrale. Tali 
neuroni innervano anche altre strutture, come l'amigdala, l'ippocampo 
e le regioni limbiche della corteccia formando, insieme al nucleus 
accumbens, il sistema mesolimbico.   
Il sistema mesolimbico gioca un ruolo fondamentale nel 
cosiddetto meccanismo della ricompensa. Le vie di segnalazione e i 
circuiti coinvolti in tale meccanismo sono stati estensivamente studiati, 
mentre in letteratura sono presenti pochi dati che riguardano il 
possibile coinvolgimento del sistema mesolimbico nella regolazione 
dell'umore e nella depressione. Soltanto recentemente è stato 
osservato che lo stress, studiato nel contesto di animali modello di 
depressione, attiva in maniera massiccia i neuroni dopaminergici 
dell'area tegmentale ventrale (Anstrom et al., 2005). Tali neuroni, in 
condizioni fisiologiche, presentano due diverse tipologie di attività 
elettrica: scariche a bassa frequenza e scariche ad alta frequenza. Da 
numerosi studi è emerso che lo stress promuoverebbe l'attività ad alta 
frequenza dei neuroni dopaminergici, e tale modalità di scarica 
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elettrica, rispetto ad un'attività a bassa frequenza, fa si che venga 
rilasciata una maggiore quantità di dopamina nelle regioni bersaglio 
(Cao et al., 2010). L'aumentata frequenza di scarica dei neuroni 
dopaminergici dell'area tegmentale ventrale ha come effetto quello di 
promuovere l'espressione di BDNF, soprattutto nel nucleus 
accumbens (Krishnan et al., 2007). Attraverso esperimenti condotti su 
roditori, è stato dimostrato che un aumento dell'attività di BDNF nel 
nucleus accumbens ha come conseguenza quella di promuovere 
comportamenti depressive-like e, parallelamente, un blocco dell'attività 
del suo recettore TrkB produce comportamenti antidepressive-like. In 
aggiunta, l'aumentata scarica elettrica ad alta frequenza dei neuroni 
dell'area tegmentale ventrale è stata normalizzata in seguito al 
trattamento cronico con l'antidepressivo fluoxetina, inibitore del 
reuptake della serotonina. E' stato inoltre osservato, attraverso studi 
post-mortem condotti su pazienti depressi, che il livello di BDNF nel 
nucleus accumbens era aumentato del 40% nei pazienti rispetto a 
soggetti di controllo (Krishnan et al., 2007).  
 
1.11.3 Ipotesi delle monoammine 
Circa l'80% delle persone che soffrono di depressione 
mostrano alcuni miglioramenti dopo trattamento con farmaci 
antidepressivi. Alcune forme di psicoterapia si sono mostrate efficaci 
per pazienti che soffrivano di forme lievi o moderate di depressione.  
Inoltre, il trattamento con farmaci e la psicoterapia hanno mostrato un 
effetto sinergico (Nestler et al., 2002). Il trattamento della depressione 
è stato rivoluzionato intorno agli anni '50, quando due classi di farmaci 
sono state scoperte essere efficaci: gli antidepressivi triciclici e gli 
inibitori delle  monoammino-ossidasi. Il meccanismo di azione degli 
antidepressivi è stato poi chiarito, ed è stato dimostrato che si ha 
l'inibizione del trasportatore responsabile del reuptake di serotonina e 
norepinefrina da parte dei composti triciclici, e l'inibizione delle 
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monoammino ossidasi, responsabili della degradazione di serotonina e 
norepinefrina. Queste scoperte hanno portato allo sviluppo di una 
seconda generazione di farmaci antidepressivi: inibitori selettivi del 
reuptake della serotonina (SSRIs) e della norepinefrina. Sulla base del 
meccanismo d'azione di questi farmaci, è stata formulata la cosiddetta 
"ipotesi delle monoammine": una disfunzione della segnalazione 
monoamminergica potrebbe essere la causa di alcuni sintomi della 
depressione. In particolare, tenendo conto che i farmaci antidepressivi 
aumentano la concentrazione dei neurotrasmettitori nello spazio 
sinaptico, una bassa attività di questi neurotrasmettitori potrebbe 
essere la causa di cambiamenti nel signaling monoamminergico, con 
conseguente sviluppo della sindrome depressiva (Frazer, 1997). 
Infatti, è noto che la serotonina regoli altri sistemi di neurotrasmissione 
e quindi una diminuita trasmissione serotoninergica potrebbe causare 
una errata neurotrasmissione degli altri sistemi (Nestler et al., 2002). 
Il meccanismo d'azione dei farmaci antidepressivi è più 
complesso rispetto a quanto il loro effetto acuto può suggerire. 
L'inibizione del reuptake o del catabolismo della serotonina o della 
norepinefrina aumenta l'azione di questi neurotrasmettitori. Tuttavia, 
tutti gli antidepressivi disponibili hanno un effetto terapeutico solo dopo 
un trattamento cronico (da settimane a mesi), il che significa che 
l'aumentata neurotrasmissione serotoninergica o noradrenergica non è 
responsabile da sola dell'azione clinica di questi farmaci. Quello che 
sembra mediare l'efficacia dei farmaci è piuttosto un adattamento a 
questa aumentata neurotrasmissione (Nestler et al., 2002).  
La seconda generazione di antidepressivi ha essenzialmente lo 
stesso meccanismo d'azione degli antidepressivi triciclici di prima 
generazione. Il trattamento rimane quindi sub-ottimale: meno del 50% 
dei pazienti dimostra una completa guarigione, mentre l'80% dei 
pazienti mostra un parziale giovamento (Nestler et al., 2002). Sembra 
quindi opportuno mettere a punto una nuova classe di farmaci, che 
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siano più efficaci e selettivi di quelli attualmente presenti sul mercato. 
Per fare ciò, è di fondamentale importanza riuscire a capire in maniera 
più dettagliata la neurobiologia della depressione. 
 
1.11.4 Il sistema opioidergico e l'encefalina 
Il sistema opioidergico consiste di tre famiglie di peptidi opioidi, 
le β-endorfine, le dinorfine e le encefaline, e di tre famiglie di recettori, 
µ (MOR), δ(DOR) κ(KOR). I peptidi opioidi e i loro recettori sono 
distribuiti ampiamente all'interno del sistema nervoso centrale e 
periferico, particolarmente in tutti quei circuiti implicati nella 
modulazione del dolore, del movimento volontario, del piacere, dello 
stress e delle emozioni. Sebbene l'attivazione dei recettori opioidi 
abbia come effetto quello di inibire sia il terminale presinaptico che 
postsinaptico, l'espressione differenziale e la localizzazione strategica 
di tali proteine su interneuroni e su neuroni di proiezione rende conto 
dei molteplici effetti comportamentali che questo sistema di 
trasmissione esplica (Benarroch, 2012). Recentemente è stata posta 
attenzione sul possibile ruolo che l'encefalina, uno dei tre peptidi 
opioidi endogeni, svolge nell'eziologia della depressione. Kung e 
colleghi hanno dimostrato che topi knock-out per il gene che codifica 
per l'encefalina presentano comportamenti anxiety e depressive-like 
(Kung et al., 2010) e topi knock-out per il gene che codifica per DOR, 
recettore dell'encefalina, hanno mostrato possedere elevati livelli di 
ansia e depressione (Le Merrer et al., 2013). Un altro gruppo di ricerca 
ha mostrato che l'iniezione intracerebroventricolare di opiorfina, un 
inibitore endogeno delle endopeptidasi responsabili della 
degradazione dell'encefalina, produce sostenuti effetti antidepressant-
like in roditori sottoposti al trattamento, promuovendo inoltre 
l'espressione di BDNF nell'ippocampo e nella corteccia prefrontale 
(Javelot et al., 2010). In aggiunta, è stato osservato che topi sottoposti 
a trattamento con agonisti del recettore DOR, mostrano livelli di 
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depressione minori rispetto ad animali di controllo (Torregrossa et al., 
2006). Tutte queste evidenze supportano l'ipotesi che alterazioni del 
sistema encefalinergico possano condurre o quantomeno contribuire 
allo sviluppo di una sindrome depressiva. Sarebbe quindi di 
fondamentale importanza individuare molecole che agiscano su 
questo sistema di neurotrasmissione e che potrebbero essere 
somministrate come efficaci farmaci antidepressivi.  
 
1.12 La Ketamina e la sua azione antidepressiva 
La ketamina, o 2-(2-Clorofenil)-2-(metilamino)-cicloesanone, è 
un antagonista non competitivo dei recettori ionotropici del glutammato 
NMDA. In particolare, la ketamina si lega al sito allosterico del 
recettore, inibendo efficacemente il canale ionico. E' un farmaco usato 
per indurre anestesia sia nella medicina umana che veterinaria. La sua 
azione analgesica è dovuta sia al blocco dei recettori NMDA, ma 
anche all'inibizione dell'enzima Ossido Nitrico Sintasi: l'ossido nitrico è 
infatti  un neurotrasmettitore implicato nella percezione del dolore. E' 
stato riportato inoltre che la ketamina agisce come inibitore del 
reuptake della serotonina e della norepinefrina, influenzando anche 
questi altri due sistemi di neurotrasmissione (Aroni et al., 2009). 
Studi clinici hanno dimostrato che una singola dose di 
ketamina, a concentrazione sub-anestetica, produce effetti 
antidepressivi molto rapidi (ore) che durano fino ad una settimana, ed 
inoltre risulta efficace nel trattare la depressione in pazienti che sono 
resistenti al trattamento con gli antidepressivi tradizionali (Zarate et al., 
2006). La rapidità d'effetto della ketamina risulta particolarmente 
indicata per quei pazienti a rischio suicidio, e in tutti quei casi in cui è 
necessario un trattamento immediato. Il meccanismo con cui la 
ketamina esplica effetti antidepressivi è molto probabilmente più 
complicato rispetto al semplice blocco dei recettori NMDA, e a tutt'oggi 
non è molto chiaro. E' stato ipotizzato che l'effetto antidepressivo sia 
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mediato da un aumento di espressione della neurotrofina BDNF 
nell'ippocampo e da una aumentata sinaptogenesi in corteccia 
prefrontale (Li et al., 2010; Autry et al., 2011).  
Il ruolo della neurotrofina BDNF nel trattamento della 
depressione è emerso attraverso studi su modelli animali: la sua 
espressione è aumentata nell'ippocampo in seguito a 
somministrazione di farmaci antidepressivi, mentre la delezione di 
BDNF nell'ippocampo attenua la risposta a tali sostanze. Inoltre, 
l'iniezione intraventricolare o intraippocampale di BDNF in roditori 
provoca effetti antidepressivi rapidi e sostenuti. Attraverso il legame 
con il suo recettore, BDNF supporta la sopravvivenza di neuroni 
esistenti, la crescita e il differenziamento di nuovi neuroni, e promuove 
la formazione di nuove sinapsi. La ketamina, attraverso il blocco dei 
recettori NMDA, influenza l'attivita della protein-chinasi eEF2K, 
diminuendola. Il fattore di elongazione della sintesi proteica eEF2 
promuove la traslocazione dei ribosomi e la traduzione degli mRNA, 
ed è regolato della proteina eEF2K, che attraverso una fosforilazione 
inibisce la funzionalità di eEF2. La ketamina, inibendo l'attività della 
chinasi eEF2K, promuove la sintesi di numerose proteine, in 
particolare della neurotrofina BDNF. 
 
 
 
 
 
Figura 1.7) Incremento di espressione di 
BDNF osservato in animali a cui è stata 
somministrata ketamina e un antagonista 
dei recettori NMDA, MK-801 (Autry et al., 
2011). 
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Il ruolo di BDNF nel meccanismo d'azione della ketamina è 
stato chiarito utilizzando dei modelli murini knock-out per il gene BDNF 
e per il gene Ntrk2, codificante per il recettore della neurotrofina. La 
somministrazione di ketamina a topi BDNF -/- e Ntrk2 -/- non ha 
indotto effetti antidepressivi, misurati attraverso il Forced Swim Test 
(Autry et al., 2011). L'osservazione che queste due linee murine non 
hanno mostrato rispondere al trattamento supporta l'ipotesi che gli 
effetti antidepressivi indotti dalla somministrazione della ketamina 
siano mediati dall'aumento di espressione di BDNF (Autry et al., 2011).  
Oltre all'influenza esercitata sull'espressione di BDNF, è stato visto 
che la ketamina attiva la via di segnalizzazione della proteina 
mammalian Target Of Rapamycin (mTOR). mTOR è una chinasi che, 
attraverso la fosforilazione di proteine intracellulari, regola la crescita, 
la proliferazione, la sopravvivenza, la trascrizione e la sintesi proteica 
cellulare. La presenza di mTOR all'interno delle sinapsi è stata 
associata funzionalmente al processo di sinaptogenesi. Infatti, la sua 
attività all'interno di tali strutture è fondamentale per promuovere la 
sintesi delle proteine necessarie alla formazione, maturazione e 
funzione di nuove spine dendritiche. Attraverso l'attivazione delle 
protein-chinasi ERK e Akt, la ketamina promuove la via di 
segnalizzazione mTOR, inducendo l'espressione di alcune proteine 
fondamentali per la formazione di nuove spine (Li et al., 2010).  
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Figura 1.8) L'aumento della densità delle spine dendritiche nella corteccia prefrontale 
di roditori in seguito alla somministrazione di ketamina sembra modulare gli effetti 
antidepressivi del farmaco (Li et al., 2010). 
 
La dimostrazione che la sinaptogenesi indotta da ketamina 
possa essere uno dei possibili meccanismi che spieghino il suo effetto 
antidepressivo deriva da esperimenti condotti su ratti, i quali, dopo 
somministrazione di rapamicina (inibitore di mTOR), non hanno 
mostrato ridotti livelli di depressione in seguito al trattamento con la 
ketamina. Come può la sinaptogenesi essere la causa di un effetto 
antidepressivo? Studi su modelli animali e analisi post-mortem 
effettuate su tessuti di pazienti depressi hanno dimostrato che stress e 
depressione possono causare atrofia di neuroni piramidali, soprattutto 
in corteccia prefrontale (Watanabe et al., 1992). In aggiunta, studi di 
brain imaging hanno evidenziato un ridotto volume della corteccia 
prefrontale in pazienti depressi (Liotti and Mayberg, 2001). In questa 
ottica, un aumentato livello di sinaptogenesi indotto da ketamina 
potrebbe compensare i deficit indotti dallo stress e dalla depressione e 
aumentare la funzione e la connettività della corteccia prefrontale.  
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1.13 Scopo della tesi 
I neuroni serotoninergici costituiscono uno dei sistemi neuronali 
maggiormente distribuiti all'interno del cervello dei mammiferi. 
Numerose evidenze sperimentali hanno suggerito l'ipotesi che la 
serotonina possa agire, prima ancora che come neurotrasmettitore, 
come regolatore di crescita in specifici eventi di sviluppo del SNC. 
Inoltre è noto che disfunzioni della neurotrasmissione serotoninergica 
siano alla base di numerosi disordini neuropsichiatrici. Per studiare il 
ruolo della serotonina nello sviluppo del SNC e il suo coinvolgimento 
nell'eziologia di disordini neuropsichiatrici, è di fondamentale 
importanza generare degli appropriati modelli genetici depleti di 
serotonina. Per questo motivo, presso il laboratorio in cui ho svolto 
l'attività di tirocinio, è stata generata una linea murina knock-in 
Tph2::eGFP. Grazie all'espressione selettiva del gene reporter eGFP 
all'interno dei neuroni serotoninergici, è possibile evidenziare il sistema 
serotoninergico e studiare le conseguenze che la deplezione di 
serotonina ha sul corretto funzionamento del SNC, sia da un punto di 
vista di sviluppo, che da un punto di vista funzionale e 
comportamentale. Lo scopo principale del mio lavoro di tesi è stato 
quello di approfondire l'analisi dello sviluppo delle fibre 
serotoninergiche in assenza di serotonina e capire se la deplezione di 
questo neurotrasmettitore abbia una qualche influenza su altri sistemi 
di neurotrasmissione. In aggiunta, attraverso test comportamentali ed 
analisi molecolari, ho iniziato un progetto teso a chiarire quale sia il 
ruolo della serotonina nel meccanismo di azione della ketamina, 
antagonista non competitivo  dei recettori NMDA, che esplica potenti 
effetti antidepressivi.  
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2. MATERIALI E METODI 
 
2.1 Genotipizzazione 
Il DNA genomico viene estratto a partire da biopsie a livello 
della coda degli animali. Il tessuto viene incubato in 400 µL di Tail 
Buffer, e digerito da parte della proteinasi K a 50°C per tutta la notte. 
Si effettua un primo passaggio in centrifuga per rimuovere le parti di 
tessuto non digerite, e quindi si procede con la precipitazione del DNA 
genomico aggiungendo un volume di isopropanolo al tessuto digerito. 
Il pellet di DNA ottenuto mediante centrifugazione viene lavato con 
etanolo al 70% e risospeso in TE (TRIS 100mM pH 8 EDTA). Tramite 
una reazione di PCR con oligonucleotidi specifici, è possibile 
determinare la presenza dell'allele Tph2::eGFP. I campioni amplificati 
sono migrati su gel di agarosio all'1% e visualizzati grazie alla 
fluorescenza del bromuro d'etidio quando sottoposto a raggi UV. 
 
Tail Buffer: 
Tris pH8  100 mM  
NaCl   200mM  
SDS   0.2%  
EDTA   5mM  
Proteinasi K  1mg/mi 
 
2.2 Preparazione dei cervelli per esperimenti di 
immunoistochimica e di ibridazione in situ 
I topi sono anestetizzati mediante iniezione intraperitoneale di 
Avertin (125 mg/kg). Per esperimenti di immunoistochimica, i topi 
vengono perfusi transcardiacamente con una soluzione di 1x PBS  
contenente eparina (20 mg/ml) e in seguito fissati con una soluzione di 
paraformaldeide (PFA) 4% / 1x PBS. Una volta dissezionato il cervello, 
questo viene lasciato post-fissare in PFA 4% / 1x PBS tutta la notte 
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(over night, o.n.) in agitazione. Si effettuano quindi 3 lavaggi in 1x PBS 
per eliminare l'eccesso di PFA, e i cervelli sono inclusi in agarosio al 
2,5% per essere tagliati al vibratomo in sezioni di 50 µm di spessore. 
Nel caso di esperimenti di ibridazione in situ, una volta anestetizzato il 
topo, si preleva il cervello senza passare dalla fase di fissazione. 
Questo viene riposto in delle "mould" nel mezzo di incluzione "Tissue-
Tek" e congelato a -80°C. Successivamente, il cervello viene tagliato 
al criostato in sezioni di 14 µm di spessore. I vetrini porta-oggetto con 
le sezioni sono conservati a -80°C.  
 
2.3 Immunoistochimica Free Floating 
Dopo il taglio al vibratomo, le sezioni, riposte all'interno di una 
vial, sono immerse nella soluzione di "blocking" contenente 0.5% PBTr 
(1x PBS / 0.5% Triton 100) e siero di agnello al 5% per 1 ora a 
temperatura ambiente (RT) in agitazione. Per gli esperimenti di 
immunoistochimica seguiti dalla rivelazione cromogenica con 
diamminobenzidina (DAB), le sezioni, prima del "blocking", sono 
immerse in una soluzione contenente 1x PBS e H2O2 0.5% per 15 
minuti al buio, affinchè l'attività delle perossidasi endogene si 
esaurisca. Dopodichè si aggiunge alla soluzione di "blocking" 
l'anticorpo primario specifico contro l'antigene da analizzare, per una 
incubazione o.n. a 4°C in agitazione. Gli anticorpi primari utilizzati sono 
stati impiegati alle seguenti diluizioni: anti GFP rabbit 1:2000 
(Molecular probes),  anti TH mouse 1:500 (Millipore), anti 5-HT rabbit 
1:500 (Sigma-Aldrich). Il giorno seguente le sezioni vengono lavate per 
5-6 ore in PBTr 0.5%, finchè non vengono incubate con l'anticorpo 
secondario diluito nella soluzione di "blocking". Gli anticorpi secondati 
utilizzati sono stati: Rodammina Red-X anti rabbit IgG 1:500, Oregon 
Green 488 anti mouse IgG 1:500. In più, per le rivelazioni 
cromogeniche in DAB, ho utilizzato il VECTASTAIN ABC Kit. Nel kit 
sono presenti tre soluzioni: una contenente l'anticorpo secondario anti 
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rabbit IgG coniugato con biotina, una soluzione contenente avidina, e 
un'altra contente la perossidasi coniugata con biotina. Sfruttando la 
forte affinità di legame tra avidina e biotina, che creano dei complessi 
molto grandi, ad ogni anticorpo secondario si trovano legate numerose 
perossidasi, così da amplificare il segnale di immunoreattività. Dopo 
aver lavato le sezioni dall'eccesso di anticorpo secondario, il 
complesso avidina-perossidasi biotinilata viene lasciato assemblare a 
RT per mezz'ora, poi viene messo ad incubare con le sezioni per due 
ore a RT. Dopo due lavaggi in 1x PBS, le sezioni vengono incubate 
nella soluzione di reazione TRIS 50mM pH 7.6, ottimale per l'attività 
della perossidasi, contenente la DAB.   
Le sezioni vengono quindi riposte su vetrini portaoggetto, rispettando 
l'ordine antero-posteriore delle strutture. I vetrini sono messi ad 
asciugare e montate con "Aqua Polymount". 
 
2.4 Ibridazione in situ 
Per preparare una sonda a RNA è necessario digerire il 
plasmide contenente il cDNA del gene di interesse con un enzima che 
taglia una sola volta nel plasmide al 5' dell'inserto di cDNA in modo da 
ottenere un frammento di DNA lineare. Questo DNA viene purificato 
mediante estrazione fenolica e poi utilizzato in una reazione di 
trascrizione in vitro con la polimerasi che riconosce il promotore posto 
al 3' dell'inserto, in modo da ottenere un trascritto "antisenso".  
Si effettua una reazione di trascrizione standard (Melton et al, 1985) 
usando Sp6, T7 o T3 RNA polimerasi, aggiungendo alla miscela di 
reazione un ribonucleotide sostituito in posizione 11, con 
digossigenina. La miscela di reazione viene preparata aggiungendo i 
reagenti a temperatura ambiente. 
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Esempio di reazione condotta in 20µL: 
 
Tampone di trascrizione 5x  4µL  
 DTT 100 µM    2µL 
DNA linearizzato (0.5µg/µL)  2µL 
Rnase-Inhibitor (40 UE/µL)  0.5µL 
RNA polimerasi   2µL 
Miscela di ribonucleotidi (NTPs)  
e UTP-dig 2.5 mM   8µL 
H2O RF (Rnasi-Free) fino a 20 µL 
 
Per purificare la sonda trascritta dai nucleotidi non incorporati si 
procede ad una precipitazione alcolica in cui si aggiungono 2.2 µL di 
litio cloruro 4M e 66 µL di EtOH assoluto. Dopo aver mescolato, 
capovolgendo il tubo diverse volte, si mette il tutto a precipitare a -
20°C, per almeno 4 ore, oppure, a -80°C per 1 ora. A questo punto si 
centrifuga a 12000 rpm a 4°C, per 20 minuti; poi, eliminato il 
sovranatante, si aggiungono al pellet 100 µL di EtOH 70% pre-
raffreddato e si centrifuga a 12000 rpm a 4°C, per 5-10 minuti. Si 
libera, infine, il pellet da tutto l'etanolo residuo, lasciandolo evaporare 
all'aria a temperatura ambiente e si risospende in 20 µL di H2O RF 
(oppure TE pH 7.5 RF). La stima della quantità del trascritto ottenuto 
viene effettuata mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio, 
servendosi dell'ausilio di tRNA a concentrazione nota, come marcatore 
di quantità. I trascritti possono essere conservati in "stock" 10X (10 
µg/mL) nella miscela di ibridazione. 
Cloni utilizzati per l'ibridazione in situ 
TH:  linearizzato con KpnI, trascritto con  polimerasi T7 
Penk: linearizzzato con XhoI, trascritto con polimerasi T3 
I vetrini vengono lasciati scongelare a RT e poi fissati in una soluzione 
di PFA 4% / 1xPBS. Dopo 3 lavaggi in 1xPBS per rimuovere l'eccesso 
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di PFA, le sezioni vengono acetilate con trietanolammina 0.1M a pH8 e 
anidride acetica 0.25%. In seguito a 3 lavaggi in 1xPBS, sulle sezioni 
vengono aggiunti 500 µL di "Hybridization buffer", e i vetrini vengono 
posti in una camera umida (5xSSC+Formammide al 50%) per due ore 
a RT. La soluzione di ibridazione viene quindi sostituita con una in cui 
è stata addizionata  la sonda marcata alla concentrazione finale di 0.5-
1 µg/mL e si ibrida a 65°C o.n. in camera umida. Si effettuano 4 
lavaggi con "washing solution" per 30 minuti ciascuno a 65°C. 
Successivamente si fanno 2 lavaggi con MAB per 30 minuti ciascuno a 
RT. Segue una preincubazione di 1 ora a RT in MAB + 2% reagente 
bloccante + 20% siero di agnello + Tween20 0.1% in camera umida 
(1xMABT).  Si incuba per tutta la notte a 4°C con anticorpo anti-
digossigenina (1:4000), diluito in una soluzione di MAB + 2% reagente 
bloccante + 20% siero di agnello. Per rimuovere l'eccesso di anticorpo 
dalle sezioni si compiono lavaggi con MAB a RT di 60 minuti per 4 ore. 
L'ultimo lavaggio viene sostituito con il tampone per la fosfatasi 
alcalina (APB), 2 volte per 15 minuti. Nell'ultimo lavaggio con l'APB si 
aggiunge Levamisole (0.0005 gr/ml), una sostanza in grado di inibire le 
fosfatasi endogene. 
Si aggiunge infine la soluzione di rivelazione composta da NBT 
e BCIP (3.5 µL/mL di ciascun substrato) in APB. Se il segnale è 
soddisfacente si procede bloccando la reazione cromogenica 
rimuovendo il tampone per la fostatasi alcalina e lavando i vetrini in 
MAB. A questo punto si effettua un passaggio veloce in acqua per 
rimuovere l'eccesso di sali dalle sezioni che, successivamente, 
vengono lasciate asciugare all'aria e poi coperte con vetrino copri 
oggetto ed un montante tipo "Eukitt".  
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Soluzioni: 
 
Washing Solution: 
Formammide 50% 
SSC1x 
Tween20 0.1% 
 
MABT pH 7.5 
Acido Maleico 100mM 
NaCl 150mM 
Tween20 0.1% 
 
AP Buffer 
TRIS pH 9.5 100mM 
MgCl2  50mM 
NaCl  100mM 
Tween20  0.1% 
 
Hybridization Buffer: 
Formammide 50% 
Salt 1x 
Destan Solfato 10% 
tRNA 100µg/ml 
Denhardt’s 1x 
DTT 10mM 
H2O 
 
2.5 Ibridazione in situ radioattiva 
L'ibridazione in situ radioattiva è stata eseguita utilizzando la sonda 
antisenso Penk marcata con 35S. 
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Reazione di trascrizione per una sonda radiomarcata: 
 
H2O     4µl 
Buffer di Trascrizione 5x  4µl 
DTT 0.1M    2µl 
rNTPs mix 5x    4µl 
35SCTP    4µl 
RNase Inhibitor   1µl 
RNA polimerasi   1µl 
DNA stampo 1µg/µl   1µl 
 
La sonda è stata sottoposta ad idrolisi alcalina per ridurre la sua 
dimensione intorno alle 250 bp, e purificata con colonne Sephadex. 
Le sezioni, ancora congelate, sono trattate per 5 minuti in acetone 
freddo, lasciate asciugare all'aria e fissate in PFA 4% / 1x PBS per 15 
minuti. Si eseguono quindi 3 lavaggi in 1x PBS per eliminare l'eccesso 
di PFA. I vetrini sono successivamente trattati con anidride acetica 
0.25% in 0.1M trietanolammina a pH8, lavati in 1x PBS per 3 volte e 
disidratati attraverso passaggi in etanolo a concentrazione crescente. 
Le sezioni sono quindi incubate o.n. a 65°C con "Hybridization Buffer" 
contenente la sonda radioattiva. 
Il giorno successivo, i vetrini sono lavati in 2x SSC +Formammide 
50%+ DTT 10mM a 65°C per 30’, poi trattati con RNAse A (20µg/mL) 
in 4x SSC per 30 minuti a 37°C. Seguono 3 lavaggi di 10 minuti 
ciascuno a 37°C in 4x SSC, 2x SSC + DTT 10mM per 15 minuti a 
65°C e in 0.1xSSC + DTT 10mM per 15 minuti a 65°C. Una volta 
disidratate attraverso passaggi in etanolo a concentrazione crescente, 
le sezioni sono esposte su lastre Kodak Biomax MR X-ray, per un 
tempo che varia dai 2 ai 4 giorni. Le lastre sono state esaminate 
attraverso microscopia ottica in campo chiaro. 
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2.6 Analisi comportamentali 
I topi sono stabulati in condizioni standard (12h luce / 12h 
buio), in gabbie di plexiglass con cibo e acqua ad libitum. Gli animali 
wild-type e mutanti per Tph2 derivano da incroci tra topi eterozigoti.  
I topi sono stati sottoposti a somministrazione di ketamina (3 mg/kg) o 
di soluzione salina attraverso iniezione intraperitoneale 24 ore prima 
dell'inizio del primo test comportamentale.  
Il Tail Suspension Test e il Forced Swim Test sono stati effettuati come 
descritto da (Crowley et al., 2004).  
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3. RISULTATI 
 
3.1 Il ruolo della serotonina nello sviluppo delle fibre 
serotoninergiche 
3.1.1 Analisi dello sviluppo delle fibre serotoninergiche nella linea 
knock-in Tph2::eGFP 
Per studiare l'effetto della deplezione di serotonina sullo sviluppo delle 
fibre serotoninergiche, mi sono avvalso della tecnica 
dell'immunoistochimica, utilizzando un anticorpo primario anti eGFP, 
proteina espressa selettivamente nei neuroni serotoninergici degli 
animali Tph2::eGFP. Come controllo ho utilizzato animali Tph2::eGFP 
+/- i quali, pur possedendo una sola copia funzionale del gene 
codificante per la triptofano idrossilasi, presentano uno sviluppo delle 
fibre paragonabile ad animali wild-type (Migliarini et al.,2013) 
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Figura 3.1: Iperinnervazione serotoninergica nella corteccia prefrontale (a-d), 
somatosensoriale (b-e) e motoria (h-m) di topi Tph2::eGFP -/-.  (a-e): Sezioni coronali 
di cervello di topo adulto processati tramite immunoistochimica seguita dalla 
rivelazione cromogenica con DAB. (g-m): Sezioni sagittali di cervello di topo adulto. 
Attraverso il confronto dei riquadri (c-n), in cui sono mostrati i rispettivi ingrandimenti, 
si può notare il consistente aumento della densità delle fibre serotoninergiche 
riscontrato negli animali mutanti per Tph2.  
 
L'analisi che ho condotto, effettuata su 3 animali eterozigoti e 3 animali 
mutanti, ha permesso di mettere in evidenza un marcato aumento 
dell'innervazione serotoninergica in vari distretti della corteccia di topo 
(figura 3.1) 
In particolare, confrontando la corteccia prefrontale di topi eterozigoti e 
di topi mutanti, si nota una maggiore presenza di fibre a livello della 
corteccia orbifrontale (figura 3.1a, 3.1d). Una iperinnervazione 
serotoninergica è presente anche a livello della corteccia 
somatosensoriale, come si osserva confrontando le immagini 3.1b e 
3.1e, e i rispettivi ingrandimenti (figura 3.1c e 3.1f). L'analisi del 
cervello tagliato secondo il piano sagittale permette di evidenziare 
strutture non facilmente rilevabili con il taglio coronale. E' il caso della 
corteccia motoria, regione cerebrale che si estende lungo l'asse 
medio-laterale. Confrontando sezioni di cervello tagliato secondo il 
piano sagittale di topi mutanti e di topi eterozigoti, ho osservato che 
anche nella corteccia motoria è presente una iperinnervazione 
serotoninergica nei topi mutanti per Tph2, (figura 3.1h, 3.1m, 3.1i). 
 Procedendo con l'analisi in senso anteroposteriore, ho osservato che 
nei topi mutanti per Tph2 è presente un aumento della densità delle 
fibre nel setto laterale, regione che collega il chiasma ottico e la 
commissura anteriore al corpo calloso. Il setto laterale riceve 
connessioni reciproche da molte strutture, è intimamente connesso 
con la regione CA3 dell'ippocampo e con i neuroni dopaminergici 
dell'area tegmentale ventrale. 
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Figura 3.2: Esperimenti di immunoistochimica che mostrano la diversa innervazione 
serotoninergica nel setto laterale  in sezioni coronali (a-c) e sagittali (b-d)  di cervello 
di topi mutanti rispetto a topi eterozigoti. 
 
Confrontando le figure 3.2a e 3.2c, si nota come la parte più mediale 
del setto laterale di topi Tph2::eGFP -/- presenti una maggiore densità 
delle fibre serotoninergiche. L'iperinnervazione serotoninergica nel 
setto laterale dei topi mutanti è messa ancor meglio in risalto 
analizzando cervelli tagliati secondo il piano sagittale, in quanto le fibre 
che innervano tale struttura corrono parallelamente all'asse 
anteroposteriore (figure 3.2b, 3.2d).  
Infine, ho concentrato la mia attenzione su due regioni del 
mesencefalo: la substantia nigra e l'area tegmentale ventrale. Queste 
due strutture rappresentano i due principali centri dopaminergici, e 
sono densamente innervate dai neuroni serotoninergici che originano 
dal DNR. E' noto inoltre che esiste un delicato equilibrio tra il sistema 
dopaminergico e quello serotoninergico, e che alterazioni di questo 
equilibrio sono la causa di molte patologie neuropsichiatriche.  
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Figura 3.3: Esperimenti di immunoistochimica seguiti dalla rivelazione cromogenica 
con DAB eseguiti su sezioni sagittali di cervello di topi adulti. Nei riquadri a e b sono 
mostrate sezioni coronali cervello di topi adulti.. Le frecce bianche indicano la regione 
di interesse: la substantia nigra (a-d) e l'area tegmentale ventrale (e-f). Si può notare 
come l'assenza della serotonina causi un marcato aumento delle fibre 
serotoninergiche che innervano questi due nuclei. 
 
 
Confrontando le immagini 3.3a e 3.3c, si nota come nei topi depleti di 
serotonina la densità delle fibre serotoninergiche sia aumentata 
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rispetto ai topi di controllo e che tale innervazione, normalmente 
confinata alla pars compacta della substantia nigra, si estenda anche 
alla pars reticolata. L'alterazione si mantiene anche nella parte più 
mediale della substantia nigra, come dimostrato dalle figure 3.3b e 
3.3d.  
L'assenza di serotonina all'interno del SNC causa profondi 
cambiamenti nell'assetto delle fibre serotoninergiche anche a carico 
dell'altro nucleo dopaminergico, l'area tegmentale ventrale. In figura 
3.3e e 3.3g si nota come la densità delle fibre che innervano l'area 
tegmentale ventrale più laterale sia notevolmente maggiore nei topi 
mutanti per Tph2. Le figure 3.3f e 3.3h mostrano invece la regione più 
mediale del nucleo dopaminergico, area che sembra presentare un 
aumento dell'innervazione serotoninergica ancora maggiore di quello 
visto per la regione più laterale.  
 
3.2 Il ruolo della serotonina nello sviluppo del sistema 
dopaminergico 
3.2.1 Analisi dello sviluppo dei nuclei dopaminergici 
mesencefalici nella linea Tph2::eGFP 
Il sistema serotoninergico e quello dopaminergico sono intimamente 
connessi sin dallo sviluppo embrionale: queste due popolazioni infatti 
condividono diversi fattori morfogenetici e di trascrizione per la 
specificazione e il differenziamento neuronale. Inoltre, è nota esistere 
una modulazione vicendevole tra questi due sistemi di 
neurotrasmissione, necessaria per un corretto funzionamento del SNC 
e per la modulazione di vari aspetti comportamentali (Aman et al., 
2007; Di Giovanni et al., 2010). Per questo motivo, mi sono chiesto se 
l'aumento delle fibre serotoninergiche nella substantia nigra e nell'area 
tegmentale ventrale osservato nei topi Tph2::eGFP -/- ,unito alla 
mancanza di serotonina, potesse avere una qualche influenza sullo 
sviluppo dei neuroni dopaminergici. Per verificare ciò, ho condotto 
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esperimenti di immunoistochimica, effettuati su 3 animali eterozigoti e 
3 animali mutanti, utilizzando un anticorpo primario anti Tirosina 
Idrossilasi (TH). Tale enzima catalizza la conversione 
dell'amminoacido L-tirosina in L-3,4-diidrossifenilalanina (L-DOPA), 
precursore della dopamina, permettendo così di marcare i neuroni 
dopaminergici stessi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4: Esperimenti di immunoistochimica seguiti dalla reazione colorimetrica con 
DAB su sezioni sagittali di cervello di topo adulto. Nei riquardi a-f è mostrata la 
substantia nigra, mentre si osserva l'area tegmentale ventrale nei riquadri g-n. 
Attraverso il confronto delle immagini, si nota come i topi Tph2::eGFP -/- mostrino uno 
sviluppo alterato dei nuclei dopaminergici. 
 
Nelle figure 3.4a e 3.4d è mostrata la regione più laterale della 
substantia nigra pars compacta. Confrontando tali immagini, si può 
notare come i topi privi di serotonina non presentino un corretto 
___________________________________________________________RISULTATI 
 45 
sviluppo dei neuroni dopaminergici. L'alterazione dello sviluppo dei 
neuroni dopaminergici riscontrata nella regione più laterale, si estende 
anche alle aree più mediali della substantia nigra pars compacta, 
come mostrato nelle figure 3.4b-c e 3.4e-f. In particolare, si osserva 
una diminuzione del segnale di immunoreattività in corrispondenza sia 
delle strutture che contengono i corpi cellulari dei neuroni, sia dei fasci 
di fibre che innervano le regioni-bersaglio anteriori e posteriori. 
Andando a confrontare l'intensità del segnale a livello dell'area 
tegmentale ventrale di topi mutanti rispetto a topi eterozigoti, ho 
osservato che i topi Tph2::eGFP -/- non presentano un corretto 
sviluppo di questa struttura. L'analisi mostra che vi è una diminuzione 
generalizzata del segnale in tutta la struttura (Figura 3.4h, 3.4m) e in 
particolare si può notare come l'alterazione interessa i neuroni 
dell'area tegmentale ventrale che proiettano i loro assoni verso 
strutture più posteriori, come il locus coeruleus e lo stesso DRN (figure 
3.4g-n, 3.4i-l).  
Dopo aver osservato che l'iperinnervazione serotoninergica influenza 
in maniera negativa lo sviluppo dei nuclei dopaminergici della 
substantia nigra e dell'area tegmentale ventrale, ho concentrato la mia 
attenzione sulle regioni bersaglio delle proiezioni dopaminergiche. I 
neuroni dopaminergici della substantia nigra pars compacta innervano 
densamente lo striato dorsale (caudato/putamen) e sono implicati nel 
controllo del movimento volontario, mentre i neuroni dell'area 
tegmentale ventrale proiettano i loro assoni verso lo striato ventrale 
(nucleus accumbens), lo strato CA3 dell'ippocampo attraverso il setto 
laterale e verso la corteccia prefrontale.  
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Figura 3.5: Esperimenti di immunoistochimica seguita dalla reazione colorimetrica con 
DAB su sezioni sagittali di cervello di topo adulto. Nelle figure a-d è mostrata la 
regione del setto laterale, mentre nelle figure e-h si può osservare lo striato 
(caudato/putament e nucleus accumbens). L'innervazione dopaminergica nel setto 
laterale è alterata nei topi privi di serotonina (figure a-d), mentre si osserva uno 
sviluppo corretto delle proiezioni dopaminergiche nello striato, sia dorsale che ventrale 
(e-h). 
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Confrontando le figure 3.5a-c e 3.5b-d, è possibile osservare che i 
fasci di fibre dopaminergiche che attraversano il setto laterale per 
innervare il CA3 dell'ippocampo di topi Tph2::eGFP -/- non presentano 
uno sviluppo corretto, rispetto agli animali di controllo. In particolare, la 
mancanza di serotonina a livello del SNC causa una diminuzione delle 
fibre dopaminergiche che attraversano il setto laterale (figure 3.5a-d). 
Tuttavia, non ho riscontrato differenze tra animali mutanti ed 
eterozigoti nell'innervazione dopaminergica verso lo striato, sia dorsale 
che ventrale, come mostrato nelle figure 3.5e-f e 3.5g-h. .  
Al fine di verificare se l'alterazione del sistema dopaminergico 
evidenziata attraverso esperimenti di immunoistochimica fosse dovuta 
ad una diminuzione del numero di cellule che costituiscono i due nuclei 
mesencefalici, ho condotto esperimenti di ibridazione in situ su sezioni 
sagittali di cervello di 2 animali wild-type  e 2 animali mutanti 
utilizzando una sonda contro l'mRNA del gene codificante per TH.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6: Esperimenti di ibridazione in situ utilizzando una sonda contro TH, condotti 
su sezioni sagittali di cervello di topi adulti Tph2::eGFP -/- e topi wild type. Nelle figure 
a-c è mostrata la regione più mediale della substantia nigra pars compacta, mentre 
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nelle figure b-d si può osservare l'area tegmentale ventrale. I topi mutanti per Tph2 
mostrano un minore numero di neuroni dopaminergici e uno sviluppo alterato, messo 
in luce da un minor segnale colorimetrico. 
 
L’analisi degli esperimenti di ibridazione in situ mette in evidenza una 
diminuzione del segnale nella substantia nigra e nell'area tegmentale 
ventrale dei topi mutanti rispetto agli animali wild-type (Figura 3.6a, 
3.6c; Figura 3.6b, 3.6d). Inoltre, la conta delle cellule TH-positive ha 
mostrato che nei topi Tph2::eGFP -/- il numero dei neuroni 
dopaminergici è ridotto di circa il 30% rispetto a topi wild-type ed 
eterozigoti, come si può notare dai grafici riportati in figura 3.7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7: Grafici che riportano  il numero di cellule TH-positive in animali wild-type e 
animali mutanti. Si nota come il numero di cellule TH-positive sia ridotto di circa il 30% 
sia nella substantia nigra (a) che nell'area tegmentale ventrale (b) degli animali 
Tph2::eGFP -/-. 
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Sembra quindi che, oltre ad una diminuzione del numero di neuroni 
dopaminergici, l'assenza di serotonina causi anche un minore livello di 
espressione del gene TH rispetto a topi di controllo.  
 
3.2.2 Analisi dello sviluppo dei neuroni dopaminergici 
dell'ipotalamo in topi Tph2::eGFP 
I neuroni dopaminergici ipotalamici, organizzati nel nucleo arcuato e 
nel nucleo paraventricolare dell'ipotalamo, fanno parte del sistema 
tubero-infundibolare e proiettano alla ghiandola pituitaria, regolando la 
produzione di prolattina e il rilascio di somatotropina. L'analisi condotta 
sulla distribuzione delle fibre serotoninergiche ha messo in luce che i 
topi Tph2::eGFP -/- non presentano un aumento delle proiezioni a 
livello della regione in cui sono presenti i neuroni dopaminergici 
dell'ipotalamo. Per valutare se è l'iperinnervazione serotoninergica, 
osservata a livello della substantia nigra e dell'area tegmentale 
ventrale, a causare una riduzione del numero dei neuroni 
dopaminergici, ho focalizzato la mia attenzione sui neuroni 
dopaminergici del nucleo arcuato e del nucleo paraventricolare. 
Pertanto, ho condotto esperimenti di immunoistochimica, utilizzando 
un anticorpo contro TH, su sezioni sagittali di cervello di 3 topi 
eterozigoti e 3 topi mutanti. 
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Figura 3.8: Esperimenti di immunoistochimica utilizzando un anticorpo contro TH, 
condotto su sezioni sagittali di cervello di topi adulti. Come si può osservare dall'analisi 
delle figure, non vi è differenza nell'intensità del segnale di immunoreattività tra animali 
eterozigoti (a) e mutanti (b) sia nel nucleo arcuato che nel nucleo periventricolare 
dell'ipotalamo. 
 
Gli esperimenti di immunoistochimica suggeriscono che i neuroni 
dopaminergici ipotalamici, raggruppati nel nucleo arcuato e nel nucleo 
periventricolare, si sviluppano in maniera corretta in animali 
Tph2::eGFP -/-. Per confermare quest'osservazione, ho condotto 
esperimenti di ibridazione in situ, utilizzando una sonda contro TH, 
seguiti dalla conta delle cellule TH-positive (figura 3.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.9: Esperimenti di ibridazione in situ, utilizzando una sonda contro TH, 
condotti su sezioni sagittali di cervello di topi adulti. Confrontando le immagini, si nota 
come l'intensità del segnale cromogenico non vari tra animali wild-type (a) e 
Tph2::eGFP -/-(b). 
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L'analisi degli esperimenti di ibridazione in situ mette in evidenza 
un'intensità del segnale paragonabile tra animali di controllo e animali 
mutanti (figura 3.9). La conta delle cellule TH-positive mostra che non 
vi è differenza nel numero di neuroni dopaminergici che costituiscono il 
nucleo arcuato e il nucleo periventricolare tra animali wild-type e 
animali Tph2::eGFP -/- (Fig. 3.10a-b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.10: Grafici che riportano  il numero di cellule TH-positive in animali wild-type 
e animali mutanti. Si nota come il numero di cellule TH-positive sia paragonabile tra 
animali Tph2::eGFP -/- e animali di controllo,  sia nel nucleo arcuato (a) che nel nucleo 
periventricolare (b).  
 
Quest'osservazione suggerisce l'ipotesi che l'aumento 
dell'innervazione serotoninergica, osservata nei topi Tph2::eGFP -/- 
potrebbe essere la causa della riduzione del numero dei neuroni 
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dopaminergici del mesencefalo e della diminuzione delle loro fibre che 
attraversano il setto laterale.  
 
3.2.3 Analisi dello sviluppo dei nuclei dopaminergici nella linea 
Pet1Cre:R26DTA 
La diminuzione del numero dei neuroni dopaminergici del mesencefalo 
osservata nei topi Tph2::eGFP -/- potrebbe essere causata da una 
competizione tra le fibre serotoninergiche, che innervano in maniera 
estesa questa regione, e il sistema dopaminergico. Un'altra ipotesi è 
che la serotonina possa svolgere un ruolo trofico necessario per il 
corretto sviluppo dei neuroni dopaminergici, e che quindi la sua 
assenza possa causare le alterazioni riscontrate nei topi mutanti.  
Per testare queste due ipotesi, ho condotto esperimenti di doppia 
immunofluorescenza, utilizzando un anticorpo primario anti TH e un 
anticorpo primario anti 5-HT, su cervelli di topi Pet1Cre:R26DTA e di 
topi di controllo. La linea transgenica Pet1Cre è stata generata in 
laboratorio attraverso la microiniezione pronucleare di un vettore BAC 
(Cromosoma Artificiale Batterico) contenente il costrutto di interesse. 
La ricombinasi Cre è stata posta sotto il controllo trascrizionale del 
promotore del gene Pet1, selettivamente espresso nei precursori dei 
neuroni serotoninergici. Tale linea è stata incrociata con la linea 
reporter Rosa26DTA. L'espressione tessuto-specifica della ricombinasi 
Cre permette la rimozione della cassetta di stop, fiancheggiata da due 
siti loxP, posta a monte del gene che codifica per la tossina difterica 
inserito nel locus genomico Rosa26. In questo modo, ho potuto 
analizzare lo sviluppo del sistema dopaminergico in assenza dei 
neuroni serotoninergici, morti a causa dell'azione citotossica della 
tossina difterica.   
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Figura 3.11: Esperimenti di doppia immunofluorescenza condotti su sezioni sagittali di 
cervello di topi adulti. Nelle figure sono mostrate le diverse aree della substantia nigra 
pars compacta, partendo da quelle più laterali (a-b) a quelle più mediali (i-l). 
Effettuando il confronto delle immagini, si osserva come l'assenza del sistema 
serotoninergico non influenza lo sviluppo dei neuroni dopaminergici della substantia 
nigra. 
 
L’analisi ha messo in evidenza una intensità del segnale di 
immunofluorescenza paragonabile tra gli animali di controllo e animali 
Pet1Cre:R26DTA sia nella porzione laterale della substantia nigra pars 
compacta che nella porzione più mediale (Figure 3.11a-b, 3.11e-f e 
3.11i-l). L'assenza di alterazioni è confermata anche dal confronto 
delle figure 3.11c-d, 3.11g-h e 3.11m-n, in cui si osserva che, mentre il 
segnale di immunofluorescenza rossa (dovuto all'immunoreattività per 
la 5-HT) è ridotto negli animali Pet1Cre:R26DTA rispetto agli animali di 
controllo, il segnale verde (ascrivibile all'immunoreattività per TH) non 
varia di intensità. L'assenza del sistema serotoninergico non sembra 
quindi influenzare lo sviluppo dei neuroni dopaminergici della 
substantia nigra pars compacta.  
Allo stesso modo, procedendo con l'analisi dei neuroni dopaminergici, 
ho osservato che l'intensità del segnale di immunofluorescenza 
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proveniente dai neuroni dopaminergici dell'area tegmentale ventrale è 
paragonabile tra gli animali Pet1Cre:R26DTA e gli animali di controllo, 
e quindi l'assenza del sistema serotoninergico non sembra produrre 
conseguenze sullo sviluppo dei neuroni dell'area tegmentale ventrale 
(Figure 3.12a-b, 3.12e-f, 3.12i-l). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.12: Esperimenti di doppia immunofluorescenza condotti su sezioni sagittali di 
cervello di topo adulto. In figura è mostrata l'area tegmentale ventrale, e il suo sviluppo 
lungo l'asse medio-laterale. Come per la substantia nigra, i neuroni dopaminergici 
dell'area tegmentale ventrale si sviluppano in modo corretto anche in assenza dei 
neuroni serotoninergici, come si può osservare confrontando le immagini d, h, n con le 
immagini c, g, m. 
 
Per confermare i risultati ottenuti con gli esperimenti di 
immunofluorescenza, ho eseguito esperimenti di ibridazione in situ, 
utilizzando una sonda contro TH, su sezioni sagittali di cervello di topi 
Pet1Cre:R26DTA e di topi di controllo, e ho contato le cellule TH-
positive della substantia nigra e dell'area tegmentale ventrale.  
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Figura 3.13: Esperimenti di ibridazione in situ utilizzando una sonda contro TH, 
condotti su sezioni sagittali di cervello di topi adulti Pet1Cre:R26DTA e di topi di 
controllo. Nelle figure a-c si osserva la regione più mediale della substantia nigra pars 
compacta. L'area tegmentale ventrale è mostrata nelle figure b-d. Gli esperimenti di 
ibridazione in situ confermano i risultati ottenuto attraverso gli esperimenti di 
immunofluorescenza, ovvero che il sistema dopaminergico si sviluppa correttamente 
anche in assenza dei neuroni serotoninergici.  
 
Il numero di cellule TH-positive presenti nel cervello degli animali 
Pet1Cre:R26DTA è paragonabile al numero di cellule presenti nel 
cervello degli animali di controllo, come evidenziato dal grafico 
riportato in figura 3.14. 
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Figura 3.14) Grafico che riporta il numero di cellule TH-positive in animali wild-type e 
animali Pet1Cre:R26DTA. Il numero di cellule TH-positive presenti negli animali privi 
del sistema serotoninergico è paragonabile al numero presente in animali di controllo.  
 
Questo dato conferma le osservazioni precedenti, ovvero che i neuroni 
dopaminergici della substantia nigra pars compacta e dell'area 
tegmentale ventrale si sviluppano correttamente in assenza del 
sistema serotoninergico negli animali Pet1Cre:Rosa26DTA. 
Gli esperimenti eseguiti sulla linea murina Pet1Cre:Rosa26DTA 
permettono di avvalorare l'ipotesi che esista una competizione tra le 
fibre serotoninergiche e i neuroni dopaminergici. L'aumento di 
innervazione serotoninergica nella substantia nigra e nell'area 
tegmentale ventrale dei topi Tph2::eGFP -/- potrebbe essere alla base 
del ridotto numero di neuroni dopaminergici che constituiscono questi 
nuclei.  
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3.3 Analisi del ruolo della serotonina nel meccanismo d'azione 
della ketamina 
 
La ketamina è un antagonista non competitivo dei recettori del 
glutammato NMDA. Studi clinici hanno dimostrato che una singola 
dose di ketamina, a concentrazione sub-anestetica, è in grado di 
esplicare potenti effetti antidepressivi, anche in pazienti resistenti al 
trattamento con antidepressivi convenzionali. Ad oggi, il meccanismo 
d'azione della ketamina non è stato chiarito completamente. Per 
studiare il possibile ruolo della serotonina nel meccanismo d'azione 
della ketamina, ho iniziato un progetto teso a valutare l'effetto, 
attraverso test comportamentali, della somministrazione di tale 
farmaco agli animali Tph2::eGFP -/-. 
Il Forced Swim Test è un esperimento comportamentale usato per 
valutare il "comportamento disperato", una misura del fallimento da 
parte dell'animale di fuggire da uno stimolo avverso. Il topo viene 
posizionato in una vasca profonda circa 30 cm (per prevenire che 
l'animale tocchi il fondo con la punta della coda) e contenente acqua a 
25°C fino a 15 cm dal bordo della vasca, affinchè l'animale non riesca 
a scappare. I topi, posti nell'acqua, generalmente nuotano tentando di 
scappare dall'ambiente a loro ostile. Dopo un numero variabile di 
tentativi, il topo cessa di nuotare e rimane immobile, segno che 
l'animale si è dato per vinto. Il protrarsi del tempo di galleggiamento è 
considerato una misura di depressione.  E' stato visto, infatti, che il 
trattamento con farmaci antidepressivi fa diminuire il tempo di 
galleggiamento. Questo test è il più usato per valutare la presenza di 
comportamenti depressive-like nei modelli animali e quello che si 
misura è il tempo che l'animale rimane immobile in una situazione di 
stress. 
Il Tail Suspension Test è un altro test comportamentale usato per 
valutare comportamenti depressive-like in modelli animali. Il test è 
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basato sull'assuzione che un animale tenta di scappare attivamente da 
uno stimolo avverso. Se la fuga è impossibile, dopo un numero di 
tentativi l'animale smette di provare. Gli animali vengono appesi in 
maniera verticale per la coda ad una barra orizzontale, posizione che 
procura forte stress all'animale. I topi cercano inizialmente di 
arrampicarsi per la propria coda per raggiungere la barra orizzontale. Il 
momento in cui l'animale cessa di tentare e rimane immobile è 
considerato un segno di resa. Tempi di immobilità prolungati sono 
caratteristici di stati depression-like.  
I topi sono stati sottoposti ad iniezione di ketamina (3mg/kg) o di 
soluzione salina per via intraperitoneale 24 ore prima dell'inizio del test 
comportamentale Forced Swim. Sono stati utilizzati 10 topi maschi 
adulti wild-type e 10 topi Tph2::eGFP -/-.  Il Tail Suspension Test è 
stato condotto sugli stessi animali usati per il Forced Swim Test, 24 
ore dopo. 
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Figura 3.15: Forced Swim Test per valutare comportamenti antidepressive-like indotti 
dalla somminstrazione di ketamina. Sull'asse verticale è riportata l' immobilità 
espressa in secondi, ovvero il tempo che l'animale spende stando fermo su una 
sessione di 6 minuti. Si nota come gli animali mutanti per Tph2 trattati con ketamina 
mostrino livelli minori di depressione sia rispetto ad animali wild-type sottoposti allo 
stesso trattamento, che ad animali mutanti e wild-type trattati con soluzione salina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.16: Comportamenti antidepressive-like valutati tramite il Tail Suspension 
Test. Come per il Forced Swim Test, si misura il tempo di immobilità dell'animale in un 
intervallo di tempo di 6 minuti, durata del test. Come per il Forced Swim, anche i 
risultati del Tail Suspension Test supportano l'ipotesi che i topi mutanti sembrano 
rispondere meglio al trattamento antidepressivo con la ketamina. 
 
Questi risultati preliminari indicano che la ketamina, somministrata ad 
una dose tale che non sembra avere effetto in animali wild-type, 
esplichi un'azione antidepressiva nei topi Tph2::eGFP -/-. Infatti, 
osservando i grafici mostrati in figura 3.15 e in figura 3.16, si nota 
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come i topi mutanti, a cui è stata somministrata ketamina, mostrino 
una diminuzione del tempo di immobilità, sia rispetto a topi mutanti 
trattati con soluzione salina, che rispetto a topi wild-type trattati con 
soluzione salina e ketamina. L'analisi dei dati, effettuata attraverso il 
test ANOVA, ha evidenziato una significatività statistica nell'effetto del 
trattamento con la ketamina sui topi mutanti, anche se non è risultata 
significativa la differenza nella risposta al trattamento tra animali wild-
type e Tph2::eGFP -/-. Gli esperimenti e le analisi comportamentali 
sono state condotte in collaborazione con il gruppo di ricerca del prof. 
Usiello (CEINGE Biotecnologie Avanzate, Napoli). 
In collaborazione con il gruppo di ricerca del prof. Usiello (CEINGE 
Biotecnologie Avanzate, Napoli), sono anche in corso analisi 
biochimiche volte a stabilire eventuali alterazioni nella via di 
segnalazione di mTOR, proteina che regola la sinaptogenesi e che 
sembra mediare gli effetti antidepressivi della ketamina (Li et al., 
2010). E' interessante infatti valutare se il fenotipo indotto dalla 
somministrazione di basse dosi di ketamina, osservato nei topi 
Tph2::eGFP -/-, sia mediato da un aumentata attivazione della via di 
mTOR, che causerebbe un incremento del livello di sinaptogenesi 
nella corteccia dei topi mutanti per Tph2 rispetto a topi wild-type. 
 
3.4. Analisi dell'espressione del gene Ppenk in topi Tph2::eGFP -/- 
L'encefalina è uno dei tre peptidi opioidi che formano il sistema 
opioidergico. Mentre è noto il ruolo dell'encefalina e del sistema 
opioidergico nella modulazione del dolore e nel controllo del 
movimento volontario, solo recentemente numerosi studi si sono 
concentrati sul coinvolgimento di questo sistema di neurotrasmissione 
nella modulazione delle emozioni e dell'umore. In particolare, è 
emerso che l'encefalina promuove comportamenti antidepressive-like 
in roditori e la sovraespressione di BDNF nell'ippocampo. Dato che è 
stato precedentemente dimostrato che i topi Tph2::eGFP -/- mostrano 
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un aumentato livello di espressione di BDNF nell'ippocampo (Migliarini 
et al., 2013), mi sono chiesto se l'espressione del gene Ppenk, 
codificante per il peptide opioide encefalina, fosse alterata nei topi 
mutanti per Tph2.  
Attraverso esperimenti di ibridazione in situ, utilizzando una sonda 
radiomarcata contro l'mRNA del gene Ppenk, ho osservato che i topi 
Tph2::eGFP -/- mostrano un generale aumento di espressione in vari 
distretti del SNC, rispetto ad animali di controllo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.17: Esperimenti di ibridazione in situ radioattiva, utilizzando una sonda 
radiomarcata contro Penk, su sezioni coronali di cervello di topo a P30.  Nelle figure a-
d è mostrata la corteccia prefrontale, in b-e la corteccia del cingolo, nelle figure c-f la 
corteccia retrospleniale. Confrontando le figure, si nota come l'espressione di Penk sia 
notevolmente aumentata nei topi Tph2::eGFP -/-, rispetto a topi wild-type, in quelle 
strutture indicate dalle frecce nere. 
 
Confrontando le figure 3.17 a-d, b-e e c-f, è possibile osservare un 
consistente aumento d'espressione del gene che codifica per 
l'encefalina in diverse zone della corteccia di topo: la corteccia 
prefrontale, la corteccia del cingolo e la corteccia retrospleniale. 
Procedendo con l'analisi, ho osservato che i topi privi di serotonina 
mostrano un notevole aumento d'espressione dell'encefalina 
nell'ippocampo, come si nota in figura 3.18b-d, mentre nello striato si 
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osserva un aumento di espressione meno evidente, sia a livello 
dorsale che ventrale, come evidenziato in figura 3.18a-c . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.18: Esperimenti di ibridazione in situ radioattiva, utilizzando una sonda 
radiomarcata contro Ppenk, su sezioni coronali di cervello di topo a P30. Nelle figure 
a-c si può osservare lo striato (sia dorsale che ventrale), mentre in b-d è mostrato 
l'ippocampo dorsale.  
 
Infine, i topi Tph2::eGFP -/- mostrano un rilevante aumento di 
espressione di Ppenk anche in numerosi nuclei ipotalamici, come si 
può osservare in figura 3.19. 
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Figura 3.19: Esperimenti di ibridazione in situ radioattiva, utilizzando una sonda 
radiomarcata contro Penk, su sezioni coronali di cervello di topo a P30. Nelle figure a-
e si nota l'aumento di espressione nel nucleo dorsomediale; nelle figure b-f è mostrato 
il nucleo suprachiasmatico e retrochiasmatico; in c-g il nucleo paraventricolare; nelle 
figure d-h la zona incerta. I topi mutanti mostrano un notevole incremento 
d'espressione del gene Ppenk nei vari nuclei ipotalamici in cui tale peptide è espresso. 
 
Gli esperimenti di ibridazione in situ radioattiva permettono di 
effettuare una quantitatizzazione dell'espressione genica. Grazie 
all'analisi della densità ottica relativa (ROD) della marcatura 
radioattiva, ho potuto quantificare i livelli d'espressione e definire un 
incremento percentuale.  
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Figura 3.20: Grafico in cui è riportato l'incremento percentuale dell'aumento di 
espressione del gene Penk in animali mutanti per Tph2, rispetto ad animali wild-type.  
 
Tali esperimenti sono stati condotti su topi a 30 giorni di vita (P30) 
(figura 3.20). Per capire a che stadio iniziasse l'alterazione, ho 
condotto lo stesso tipo di esperimento su animali a P10 e a P20. 
Attraverso il confronto della densità ottica relativa, si può notare come 
le alterazioni nell'espressione del gene Ppenk inizino già a partire da 
uno stadio precoce della vita post-natale del topo (P10), come 
mostrato nel grafico in figura 3.21. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
___________________________________________________________RISULTATI 
 65 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.21: Grafico in cui è riportato l'incremento percentuale della ROD tra animali 
wild-type e mutanti a P10. 
 
Osservando il grafico riportato in figura 3.22, si nota come l'aumento di 
espressione del gene Ppenk  negli animali Tph2::eGFP -/- a P20 
rispecchi l'andamento riscontrato a P10 e a P30.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.22: Grafico in cui è riportato l'incremento percentuale della ROD tra animali 
wild-type e animali mutanti a P20. 
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4. DISCUSSIONE 
 
4.1 L'assenza di serotonina causa un alterato sviluppo delle fibre 
serotoninergiche 
La serotonina è un neurotrasmettitore coinvolto nella 
modulazione di numerose funzioni fisiologiche, come il controllo 
dell'appetito, il sonno, l'umore, lo stress e il comportamento sessuale 
(Yeo and Heisler, 2012; Heisler et al., 2007; Ramboz et al., 1998; 
Elaine et al., 2004). I neuroni serotoninergici costituiscono uno dei 
sistemi neuronali più ampiamente distribuiti all'interno del cervello dei 
mammiferi. Numerose evidenze sperimentali hanno supportato l'ipotesi 
che la serotonina, prima ancora che come neurotrasmettitore, sia un 
regolatore di crescita durante specifici eventi di sviluppo del SNC 
(Wallace and Lauder, 1983; Cases et al., 1996; Marin and Rubenstein, 
2001; Riccio et al., 2011). Recentemente, presso il laboratorio in cui ho 
svolto l'attività di tirocinio, è stata sviluppata la linea murina knock-in 
Tph2::eGFP per studiare il ruolo della serotonina durante lo sviluppo 
del SNC e il suo coinvolgimento nell'eziologia di disordini 
neuropsichiatrici. L'espressione selettiva della eGFP all'interno del 
sistema serotoninergico costituisce un tool genetico molto potente per 
poter analizzare lo sviluppo dei neuroni serotoninergici e delle loro 
proiezioni. La possibilità di visualizzare i neuroni serotoninergici 
indipendentemente dall'immunoreattività per la serotonina ha 
permesso di evidenziare numerose alterazioni nella circuiteria 
neuronale, impossibili da visualizzare in altri modelli animali in cui 
l'enzima Tph2 era stato inattivato. Infatti, e' stato dimostrato, per la 
prima volta, che i topi Tph2::eGFP -/- presentano uno sviluppo alterato 
delle proiezioni serotoninergiche che innervano l'ippocampo, il nucleus 
accumbens, il nucleo suprachiasmatico e il nucleo paraventricolare del 
talamo (Migliarini et al., 2013). 
Attraverso esperimenti di immunoistochimica utilizzando un 
anticorpo contro la proteina eGFP,  che permette di evidenziare i 
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neuroni serotoninergici e le loro proiezioni, ho proseguito ed 
approfondito l'analisi dello sviluppo delle fibre serotoninergiche. Da 
esperimenti condotti su sezioni sia coronali che sagittali di cervello di 
topo adulto, ho osservato che i topi Tph2::eGFP -/- non presentano 
una corretta organizzazione delle fibre serotoninergiche in diversi 
distretti. In particolare, ho evidenziato che la deplezione di serotonina 
all'interno del SNC causa un'iperinnervazione serotoninergica nella 
corteccia prefrontale, specificamente nella regione orbifrontale e nella 
regione mediale. Un aumento delle fibre serotoninergiche è presente 
anche in altre regioni della corteccia dei topi Tph2::eGFP -/-, come la 
regione somatosensoriale e la regione motoria. Le regioni della 
corteccia coinvolte nel controllo del movimento e della percezione 
somatosensoriale sono densamente innervate dalle proiezioni 
serotoninergiche, e lo strato IV di tali aree corticali presenta la più alta 
densità di fibre serotoninergiche (D'Amato et al, 1987). Dal confronto 
delle figure 1c-f e 1i-n, sembra che l'aumento delle fibre 
serotoninergiche a livello della corteccia somatosensoriale e motoria 
osservato nei topi Tph2::eGFP -/- non sia limitato allo strato IV, ma si 
espanda sia in senso ventro-mediale, verso gli strati V e VI, sia in 
senso dorso-laterale, verso gli strati III e II.  
Proseguendo con l'analisi del cervello in senso 
anteroposteriore, ho osservato che un aumento delle fibre 
serotoninergiche nei topi depleti di serotonina è presente nel setto 
laterale, regione mediale del cervello che collega il chiasma ottico e la 
commissura anteriore al corpo calloso. Inoltre, i topi mutanti per Tph2 
mostrano un'aumentata densità delle fibre serotoninergiche, rispetto a 
topi di controllo, in due nuclei mesencefalici: la substantia nigra e l'area 
tegmentale ventrale. I neuroni serotoninergici del DRN innervano in 
maniera estesa la pars reticolata della substantia nigra; tuttavia, nei 
topi depleti di serotonina, è possibile osservare una marcata 
innervazione anche nella pars compacta della substantia nigra, area di 
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origine dei neuroni dopaminergici della via nigrostriatale, implicati nel 
controllo del movimento volontario. Un aumento della densità delle 
fibre serotoninergiche è riscontrabile anche nell'area tegmentale 
ventrale, nucleo in cui si originano i neuroni dopaminergici della via 
mesocorticolimbica.  
Lo sviluppo delle proiezioni serotoninergiche nei vertebrati si 
articola in tre diverse fasi. Le prime due fasi consistono nella crescita 
degli assoni dai centri di origine del sistema serotoninergico e nel 
raggiungimento delle strutture bersaglio da parte delle fibre. La terza 
fase è caratterizzata dall'arborizzazione delle proiezioni 
serotoninergiche, evento che nel topo si realizza allo stadio post-natale 
(Lidov and Molliver, 1982). Gli esperimenti che ho condotto supportano 
l'ipotesi che la serotonina regoli lo sviluppo delle fibre serotoninergiche 
durante l'arborizzazione di quest'ultime, sia inibendo la loro crescita 
(corteccia, ippocampo, setto laterale, substantia nigra, area 
tegmentale ventrale) che promuovendone lo sviluppo (nucleo 
suprachiasmatico, nucleo paraventricolare del talamo). Questi risultati 
dimostrano che la serotonina gioca un ruolo fondamentale durante lo 
sviluppo del SNC, in particolare modulando la fine architettura dei 
circuiti serotoninergici.  
 
4.2 I topi Tph2::eGFP -/- mostrano uno sviluppo alterato dei nuclei 
dopaminergici 
E' noto che tra il sistema di neurotrasmissione serotoninergico 
e quello dopaminergico esiste un delicato equilibrio, e che alterazioni 
di questo bilancio sono causa di numerose patologie 
neuropsichiatriche (Harvè et al., 1987). La serotonina modula il 
sistema dopaminergico sia inibendo la sua funzione, sia promuovendo 
la formazione di potenziali d'azione e il rilascio di dopamina (Di 
Giovanni et al., 2010), mentre è noto che la dopamina attiva i neuroni 
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serotoninergici del DRN attraverso il legame con i recettori D2-like 
(Amon et al., 2007).   
Avendo osservato una iperinnervazione serotoninergica nella 
substantia nigra e nell'area tegmentale ventrale in topi mutanti per 
Tph2, mi sono chiesto se l'aumentata densità delle proiezioni 
provenienti dal DRN potesse avere una qualche influenza sul corretto 
sviluppo dei neuroni dopaminergici. Attraverso esperimenti di 
immunoistochimica impiegando un anticorpo anti-TH, ho osservato 
una diminuzione del segnale di immunoreattività che suggerisce uno 
sviluppo non corretto del sistema dopaminergico dei topi Tph2::eGFP. 
Per capire se l'alterazione osservata fosse dovuta ad una diminuzione 
dei livelli proteici di TH o ad un minore numero di cellule che 
costituiscono i nuclei dopaminergici, ho effettuato esperimenti di 
ibridazione in situ, utilizzando una sonda contro TH, e ho contato le 
cellule TH-positive. Rispetto ad animali di controllo, i topi Tph2::eGFP -
/- mostrano una riduzione di circa il 30% nel numero di cellule 
dopaminergiche che compongono la substantia nigra pars compacta e 
l'area tegmentale ventrale. Andando ad analizzare le fibre 
dopaminergiche, i topi mutanti mostrano, rispetto a topi eterozigoti, 
una riduzione delle proiezioni mesocorticolimbiche, in particolare delle 
fibre che proiettano allo strato CA3 dell'ippocampo, passando per il 
setto laterale. L'assenza di alterazioni delle proiezioni dopaminergiche 
che innervano lo striato sia dorsale che ventrale potrebbe essere 
dovuta ad una aumentata arborizzazione delle fibre, che 
compenserebbe un diminuito numero di neuroni. Infatti, i topi 
Tph2::eGFP -/- mostrano livelli normali di dopamina, misurata 
attraverso HPLC su un omogenato total Brain (dato non pubblicato). E' 
probabile quindi che i neuroni dopaminergici, sebbene ridotti in 
numero, siano chiamati a sintetizzare una maggiore quantità di 
dopamina.  
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Cos'è che causa la riduzione del numero dei neuroni 
dopaminergici? Un'ipotesi è che la serotonina possa avere un ruolo 
trofico nei confronti dei neuroni dopaminergici della substantia nigra e 
dell'area tegmentale ventrale, e che quindi la sua assenza causi un 
alterato sviluppo dei nuclei dopaminergici. 
Tuttavia, l'osservazione che nel nucleo arcuato e nel nucleo 
periventricolare dell'ipotalamo di topi Tph2::eGFP -/-, regione in cui tali 
animali non presentano un aumento delle proiezioni serotoninergiche, i 
neuroni dopaminergici non mostrano alterazioni e sono presenti in 
egual numero rispetto a topi di controllo, spinge a credere che 
l'aumento delle fibre serotoninergiche osservato a livello della 
substantia nigra e dell'area tegmentale ventrale possa essere alla 
base dell'alterazione osservata in queste strutture.  
 
4.3 La serotonina non influisce direttamente sullo sviluppo dei 
neuroni dopaminergici 
Per capire se la diminuzione dei neuroni dopaminergici della 
substantia nigra pars compacta e dell'area tegmentale ventrale, 
osservata nei topi Tph2::eGFP -/-, fosse causata dall'assenza di 
serotonina e/o dall'iperinnervazione serotoninergica in questi distretti, 
ho condotto esperimenti di immunoistochimica, utilizzando un 
anticorpo anti-TH, su sezioni sagittali di cervello di topi 
Pet1Cre:Rosa26DTA e su topi di controllo. L'attività della ricombinasi 
Cre, la cui espressione è confinata ai soli neuroni serotoninergici, 
permette l'excissione di una cassetta di STOP posta prima del gene 
DTA (fiancheggiata dai siti loxP, riconosciuti dalla ricombinasi). La 
rimozione della cassetta di STOP permette l'espressione della tossina 
difterica, che esplica un effetto citotossico, uccidendo i neuroni che la 
producono. In questo modo ho pututo studiare l'effetto 
dell'eliminazione del sistema serotoninergico sullo sviluppo dei neuroni 
dopaminergici. I risultati mostrano che i topi Pet1Cre:Rosa26DTA 
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presentano uno sviluppo corretto della substantia nigra pars compacta 
e dell'area tegmentale ventrale. Attraverso esperimenti di ibridazione in 
situ, utilizzando una sonda contro TH, seguiti dalla conta delle cellule 
TH-positive, ho osservato che i topi Pet1Cre:Rosa26DTA presentano 
un numero di neuroni dopaminergici pressochè uguale rispetto ad 
animali di controllo. 
Questi esperimenti avvalorano l'ipotesi secondo la quale non 
sia l'assenza di serotonina ad influenzare lo sviluppo del sistema 
dopaminergico, ma piuttosto una sorta di competizione tra il sistema 
dopaminergico e quello serotoninergico causata  dall'iperinnervazione 
serotoninergica nella substantia nigra e nell'area tegmentale ventrale. 
A questo proposito, è interessante osservare che i topi Tph2::eGFP -/-  
presentano una diminuzione dell'innervazione dopaminergica laddove 
si osserva una maggiore densità di fibre serotoninergiche (setto 
laterale), mentre si nota assenza di alterazioni delle fibre 
dopaminergiche in quei distretti in cui l'innervazione serotoninergica è 
paragonabile tra animali mutanti e wild-type (striato dorsale e 
ventrale). Inoltre, lo sviluppo corretto dei neuroni dopaminergici 
dell'ipotalamo di topi Tph2::eGFp -/- rafforza tale ipotesi. 
E' ragionevole ipotizzare che possano esserci fattori secreti da 
parte dei neuroni serotoninergici capaci di regolare lo sviluppo del 
sistema dopaminergico, oppure proteine di membrana presenti sui 
terminali serotoninergici (come le β-integrine o le N-CAM) che 
influenzino la sopravvivenza dei neuroni dopaminergici, e che un 
delicato bilancio di attivazione/inibizione venga perturbato dall'aumento 
delle proiezioni serotoninergiche. O, più semplicemente, 
l'iperinnervazione serotoninergica causerebbe un ingombro sterico per 
cui i neuroni che originano nella substantia nigra e nell'area 
tegmentale ventrale non riescono a svilupparsi completamente.  
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4.4 L'effetto della somministrazione di ketamina ai topi 
Tph2::eGFP -/- 
Studi clinici hanno mostrato che la ketamina, antagonista dei 
recettori NMDA, è in grado di esplicare marcati e rapidi effetti 
antidepressivi, anche in pazienti resistenti al trattamento con i farmaci 
antidepressivi convenzionali (Zarate et al., 2006). Sebbene la 
comprensione del meccanismo d'azione della ketamina sia ancora agli 
inizi, numerose evidenze sperimentali suggeriscono che l'aumento di 
espressione di BDNF nell'ippocampo e la formazione di nuove spine 
dendritiche nella corteccia prefrontale, indotti dalla somministrazione 
del farmaco, possano mediare gli effetti antidepressivi (Autry et al., 
2011; Li et al., 2010). L'azione neurotrofica di BDNF compenserebbe il 
danno e la disfunzione ippocampale riscontrati in pazienti affetti da 
stress e depressione (Smith et al., 1995), mentre la sinaptogenesi, 
mediata dall'azione della chinasi mTOR, potrebbe ripristinare le 
corrette connessioni della corteccia prefrontale, regione sovente 
soggetta ad atrofia in soggetti depressi (Nestler et al., 2002). Per 
valutare il ruolo che la serotonina possa avere nel meccanismo 
d'azione della ketamina, ho sottoposto i topi Tph2::eGFP -/- a due test 
comportamentali, il Forced Swim Test e il Tail Suspension Test, dopo 
la somministrazione di ketamina alla concetrazione di 3 mg/kg. 
Attraverso questi test, è possibile osservare gli effetti antidepressivi del 
farmaco, andando a valutare comportamenti antidepressant-like con 
una misura oggettiva. Quello che viene misurato, infatti, è il tempo che 
gli animali passano immobili in una situazione di stress, come l'essere 
immersi in una vasca di acqua o sospesi per la coda, segno del 
cosiddetto "comportamento disperato". Risultati preliminari indicano 
che i topi Tph2::eGFP -/- non mostrano comportamenti depressive-like 
in condizioni basali (iniezione di soluzione di controllo) e che la 
somministrazione di una dose di ketamina, a concentrazione tale da 
non avere effetto su animali wild-type, esplica un effetto antidepressivo 
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sugli animali mutanti per Tph2. L'analisi statistica, effettuata attraverso 
il test ANOVA, mostra che vi è una differenza significativa nella 
risposta al trattamento con la ketamina da parte degli animali mutanti 
rispetto ad altri animali mutanti trattati con soluzione di controllo e che 
il trattamento con la ketamina non esplica effetti su animali wild-type. 
Tuttavia, non è risultata significativa la differenza nella risposta al 
trattamento con la ketamina da parte degli animali mutanti rispetto ad 
animali wild-type che hanno subito lo stesso trattamento. Sono 
pertanto in corso ulteriori esperimenti comportamentali incrementando 
il numero di animali per confermare una risposta differenziale nei 
confronti degli effetti antidepressivi della ketamina. 
Poichè l'aumento della traduzione dell'mRNA di BDNF indotto 
dalla somministrazione della ketamina sembra mediare gli effetti 
antidepressivi del farmaco (Autry et al., 2011), una delle possibili 
spiegazioni del risultato ottenuto con i test comportamentali potrebbe 
essere l'aumento di espressione di BDNF nell'ippocampo dei topi 
mutanti già in condizioni basali (Migliarini et al., 2013). In quest'ottica, 
la somministrazione di una bassa dose di ketamina potrebbe essere 
efficace solamente nei topi Tph2::eGFP -/- in quanto la maggiore 
quantità dell'mRNA di BDNF permetterebbe un più alto incremento 
della traduzione del messaggero e una maggiore livello della 
neurotrofina, che può così espletare i sui effetti antidepressivi. 
Viceversa, una bassa dose di ketamina in topi di controllo non sarebbe 
sufficiente per un'induzione della traduzione di BNDF tale che si abbia 
un effetto sul comportamento dell'animale. Per questo motivo, sono in 
corso analisi biochimiche volte ad esaminare i livelli proteici di BDNF 
nell' ippocampo di animali mutanti e di animali wild-type.  
Numerose evidenze suggeriscono che la via di segnalazione di 
mTOR, promossa dal trattamento con la ketamina, sia responsabile 
dell'aumentato livello di sinaptogenesi in corteccia prefrontale, evento 
che sembra contribuire alla comparsa degli effetti antidepressivi indotti 
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dal farmaco (Li et al., 2010). Pertanto, sono in corso analisi 
biochimico-molecolari, in collaborazione con il gruppo di ricerca 
guidato dal prof. Usiello, volte a valutare l'attivazione della via di 
segnalazione di mTOR sia seguito alla somministrazione di ketamina, 
sia in condizioni basali. Sono quindi in progetto studi volti ad 
esaminare la densità delle spine dendritiche dei neuroni della corteccia 
di animali di controllo e di animali Tph2::eGFP -/- trattati con ketamina.  
 
 
 
 
4.5 L'aumento di espressione di Ppenk potrebbe contribuire al 
fenotipo comportamentale 
Recentemente, molti studi si sono concentrati sul ruolo che 
l'encefalina ha nel regolare le emozioni e gli stati d'animo. E' emerso 
infatti che tale peptide opioide promuove comportamenti 
antidepressive-like in roditori, e causa l'aumento di espressione di 
BDNF in ippocampo e in corteccia prefrontale (Javelot et al., 2010; 
Kung et al., 2010). Inoltre, modelli murini knock-out per il gene 
condificante per l'encefalina hanno mostrato comportamenti anxiety- e 
depressive-like (Le Merrer et al., 2013). Attraverso esperimenti di 
ibridazione in situ radioattiva, ho osservato che la deplezione di 
serotonina a livello del SNC causa un cospicuo aumento di 
espressione del gene Ppenk, codificante per il peptide opioide 
encefalina, in diversi distretti del SNC  già a partire da 10 giorni dopo 
la nascita degli animali. Tra le strutture in cui si osserva tale aumento 
di espressione sono presenti l'ippocampo e la corteccia prefrontale, 
aree coinvolte nell'eziologia della depressione. E' plausibile ipotizzare 
che un aumento dell'espressione di Ppenk a livello dell'ippocampo 
possa essere alla base dell'aumento di espressione di BDNF  nella 
stessa struttura osservato nei topi Tph2::eGFP -/- (Migliarini et al., 
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2013). L'aumento di encefalina e l'aumento di BDNF nell'ippocampo 
potrebbero contribuire ai comportamenti antidepressive-like indotti 
dalla somministrazione di ketamina, messi in evidenza attraverso i test 
comportamentali.  
Non meno importante, è da valutare l'effetto dell'aumentata 
espressione di Ppenk in vari nuclei ipotalamici dei topi mutanti per 
Tph2. E' noto infatti che le funzioni ipotalamiche sono alterate in 
pazienti depressi e in animali modello di depressione (Nestler et al., 
2002). 
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CONCLUSIONI 
 
 
 L'assenza di serotonina causa un riarrangiamento delle fibre 
serotoninergiche in diversi distretti del SNC. I topi Tph2::eGFP 
-/- mostrano una iperinnervazione serotoninergica in corteccia 
prefrontale, motoria e somatosensoriale, nel setto laterale, 
nella substantia nigra e nell'area tegmentale ventrale. 
 In topi Tph2::eGFP -/- si osserva un alterato sviluppo dei 
neuroni dopaminergici della substantia nigra e dell'area 
tegmentale ventrale. Tale alterazione sembra essere mediata 
dall'iperinnervazione serotoninergica, piuttosto che 
dall'assenza di serotonina. 
 Dall'analisi di dati preliminari, sembra che i topi mutanti per 
Tph2 siano più responsivi agli effetti antidepressivi indotti dalla 
somministrazione di ketamina, rispetto ad animali wild-type. 
 Il fenotipo comportamentale potrebbe essere spiegato 
dall'aumento di espressione di BDNF in ippocampo (Migliarini 
et al., 2013) e di Ppenk in vari distretti del SNC, osservato in 
animali Tph2::eGFP -/-.  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PROSPETTIVE FUTURE 
 
 
 Studiare i meccanismi con cui la serotonina regola lo sviluppo 
delle fibre serotoninergiche. 
 Capire in che modo l’iperinnervazione serotoninergica influenza 
lo sviluppo dei neuroni dopaminergici nei topi Tph2::eGFP -/-.  
 Esaminare se la riduzione del numero dei neuroni 
dopaminergici influenzi i processi fisiologici e i comportamenti 
modulati da questo sistema di neurotrasmissione. 
 Valutare gli effetti della somministrazione di ketamina su un 
numero maggiore di animali mutanti e wild-type. Analisi 
biochimiche: via di segnalazione di mTOR e BDNF. Analisi di 
microscopia: livello di sinaptogenesi indotto dal trattamento con 
ketamina. 
 Approfondire l’analisi sull’aumento di espressione del gene 
Ppenk riscontrato nei topi mutanti: conseguenze fisiologiche e 
comportamentali. 
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